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Dr. Ernesto Jorge Massouh - 1945-2009 
Cuesta escribir cuando un amigo nos abandona. 
Cuesta porque aunque su recuerdo nos acompañará para 
siempre, quisiéramos volver a compartir los almuerzos como lo 
hicimos durante tantos años.  
Hace muy poco que perdimos al compañero, al 
profesor, al colega. Fueron casi 30 años de convivencia en los 
que el área de Microbiología del Departamento de Química 
Biológica nos aglutinó en los días de festejos por premios, 
subsidios, presentaciones de tesinas y tesis de nuestros 
discípulos. Pero también en épocas pasadas en las que 
tuvimos que afrontar serias dificultades. 
  Conocí a Ernesto Massouh como alumno, en el año 1971 le tomé examen de 
Microbiología e Inmunología dado que como profesora de Virología del entonces Centro de 
Investigaciones Microbiológicas, formaba parte de la mesa examinadora. Poco tiempo después 
se presentó a concurso para un cargo de ayudante frente a todos los profesores del área que 
éramos cinco. Impactó su presentación sobre la estructura de las inmunoglobulinas de modo 
que fue seleccionado y pasó a formar parte del plantel docente de la materia Inmunoquímica 
cuya profesora era la Dra Ana María Brunengo. Materia de la que era responsable en la 
actualidad.  
 Ernesto Massouh amaba la docencia, sus clases se destacaban por la claridad, como 
profesor se brindaba a los alumnos ante cualquier requerimiento e invitaba a profesores 
expertos a participar en algunos de los temas de actualidad de la Inmunología. Participó 
regularmente como docente de las materias Inmunoquímica, Microbiología e Inmunología y 
Microbiología General e Industrial y varios cursos de posgrado sobre Inmunología. 
Aceptaba participar con entusiasmo como jurado de tesis y se puede decir que no era una 
tarea que le pesaba. Se destacó también por su colaboración desinteresada en las tareas 
administrativas y académicas del Departamento de Química Biológica, de esta manera logró 
relacionarse con todos los integrantes docentes  y no docentes del mismo.  
Gran entusiasta del cine  y del teatro, nos transmitía su entusiamo durante los almuerzos de 
modo que la mayoría de nosotros tratábamos de coincidir en el horario en que él estaba 
presente.   
Hemos perdido a un amigo, al decir de algunos un hermano. Sea entonces este 
homenaje de los que editamos QuímicaViva en la que colaboró como autor y juez.  
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Virus sin fronteras: el caso del virus cow pox, agente de la viruela bovina.  
                                                                             por Celia E.Coto*  
La pandemia de gripe de este año 2009 es un claro ejemplo de que los virus no 
reconocen fronteras, no sólo las que limitan a los países sino también otras fronteras como la 
pobreza, la edad o la educación.  
Las condiciones sanitarias en las que viven muchas personas, en especial los niños, 
derivan directamente del estado de pobreza familiar y en ese sentido las diferencias entre 
grandes poblaciones de Latinoamérica y los países europeos centrales son abismales. 
Mientras muchos niños de Latinoamérica viven descalzos, en casas paupérrimas, mal 
alimentados y rodeados de todo tipo de animales salvajes y de insectos; en países europeos 
como Alemania, Francia y Holanda los niños y adolescentes eligen mascotas para compartir 
sus vidas. No merecería nuestro comentario si se tratara de gatos o perros, es que esas 
mascotas de compañía son ratas. Estos animales muy populares en Estados Unidos y Europa 
son ratas derivadas de la especie Rattus norvegicus (rata noruega), cuyo origen se remonta a 
principios del siglo XX cuando algunas personas comenzaron a criarlas  y cruzarlas de manera 
de obtener animales dóciles e inteligentes con los cuales entretenerse y sentirse acompañados 
en sus hogares.  En cuanto a su aspecto el color del pelaje, varía desde blanco hasta azul (ver 
fotografía 1). Estas elegantes ratas viven más que sus congéneres salvajes por su mejor 
alimentación y salud y no son transmisores de enfermedades bacterianas propias de las ratas 
marrones (1). Sin embargo, tal como narraremos a continuación se están convirtiendo en una 
fuente de infección del virus cow pox para el hombre.  
El virus del cow pox (CPXV) tiene una historia curiosa. Tal como lo relatáramos en 
trabajos anteriores (2,3) sirvió para que Edward Jenner, en 1796, creara su famosa vacuna 
contra la viruela vigente hasta 1980, año en que se acordó dejar de vacunar en el mundo 
debido a la desaparición de casos clínicos de la enfermedad. 
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Fotografía 1. Típica rata de compañía de cabeza manchada en forma de caperuza. 
Fuente: wikipedia.org/wiki/fancy-rat. 
  
En el transcurso de su práctica médica, Jenner observó que los animales de granja, 
como vacas, caballos y cerdos sufrían enfermedades parecidas a la viruela que se conocían 
como Cowpox, Horsepox y Swinepox respectivamente y que dichas enfermedades podían 
transmitirse al hombre. Observó también que las ordeñadoras de vacas que sufrían de Cowpox 
desarrollaban unas pocas pústulas en sus manos a la vez que estaban protegidas contra la 
viruela, porque no enfermaban durante un brote epidémico. 
Hoy sabemos, que esos virus, miembros de la familia Poxviridae pertenecientes a la 
subfamilia que infecta a los vertebrados (Chordopoxvirinae) y al género Orthopoxvirus, 
comparten antígenos comunes en su estructura, por lo que presentan inmunización o 
protección cruzada. Nos referimos específicamente a los virus de viruela, vaccinia (utilizada 
como vacuna), cowpox y monkey pox (viruela de los monos) ya que en el género se clasifican 
numerosas especies más sobre las que no discutiremos.    
  
Balance ecológico 
El origen del virus de vaccinia que se usó como vacuna es incierto. Mediante 
secuenciación de su genoma se ha logrado establecer que no se trata de una variante del virus 
viruela, ni es el primitivo cowpox utilizado por Jenner. Todas las cepas de vaccinia utilizadas 
tienen genomas similares por lo que se especula o bien que se trata de un recombinante del 
virus cowpox con otro virus del grupo o que se obtuvo después de tantos pasajes por los 
brazos de las personas. En la referencia (3) se discuten los eventuales peligros del uso del 
virus vaccinia como vacuna que finalmente llevaron a discontinuar la vacunación frente a la 
desaparición de casos de viruela.  
Hace casi veinte años que se ha dejado de vacunar. ¿Qué ha ocurrido en este lapso 
con la presencia en la naturaleza de los otros orthopoxvirus relacionados? Por el momento se 
han detectado tres: el monkey pox (viruela de los monos), el virus vaccinia y el cowpox. El virus 
monkey pox es un virus zoonótico cuyo reservorio son roedores y en menor medida algunos 
primates no humanos. Es originario de África  y aunque fue descubierto en 1958, los primeros 
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casos en el hombre se describieron en la década de los 70 (4). La zona de influencia del 
monkey pox se ha extendido y en Estados Unidos se han reportado brotes de esta virosis en el 
2003. El peligro de la infección con los poxvirus reside en el aumento del número de personas 
inmunosuprimidas por medicación o infección con el virus HIV. En estas personas las 
infecciones con los virus pox son severas y de carácter generalizado.  
Es curiosa la situación que sufre el ganado vacuno en Brasil: la infección con virus 
vaccinia. En este caso el contagio pasó del hombre al animal aunque no se tiene muy claro 
cuándo y cómo ocurrió. Lo que no existen dudas es que la infección con virus vaccinia se 
extiende por todo el terrritorio brasileño afectando a los animales en su calidad y también a la 
leche que producen. Los numerosos aislamientos de ortopoxvirus de humanos y vacunos 
ocurridos desde 1963 son todas cepas de la especie virus vaccinia (5). 
El tercer ortopoxvirus que está causando preocupación es el virus cowpox cuyo 
reservorio son los ratones silvestres y no las vacas como se creyó durante muchos años. Es 
notable la capacidad de este virus de saltar las barreras de las especies enfermando a los 
huéspedes ocasionales, siendo uno de los factores importantes en la transmisión, las ratas 
marrones (Rattis norvegicus). Mientras el virus de vaccinia parece medrar en Latinoamérica, 
CPXV es endémico entre los roedores del continente europeo. Pero se ha manifestado 
clínicamente en diferentes huéspedes y casi con certeza por contacto con las ratas salvajes 
como se muestra en la figura.  
Como todos estos virus pox causan enfermedades relativamente benignas lo que se 
preguntan los investigadores es si su presencia estaba enmascarada por la existencia de los 
casos de viruela o por efecto de la aplicación de la vacuna antivariólica dado que, como 
mencionamos antes, todos estos virus presentan inmunidad cruzada.  
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Figura: Transmisión del virus cowpox: los ratones de campo son aparentemente los 
reservorios del virus, no se sabe si también lo es la rata marrón. Según el esquema basado en 
las publicaciones científicas, el principal transmisor de la enfermedad sería Rattus norvegicus y 
los huéspedes accidentales, el gato doméstico, el elefante, las ratas de compañía, la vaca y 
diversas clases de monos. Salvo para estos últimos, se ha demostrado que el resto de los 
animales mencionados pueden infectar al hombre que sería también un huésped incidental. No 
se pudo probar que haya transmisión entre humanos.  
  
Reservorios y transmisores 
Entre 1995 y 1999 se publicaron tres trabajos que demuestran mediante diferentes 
técnicas que los reservorios del CPXV en Europa Occidental son los ratones silvestres (6), (7), 
(8). Las especies involucradas son Clethrionomys glareolus, Microtus agrestis, Apodemus 
sylvaticus y también encontraron un aislamiento de virus en el ratón casero Mus musculus. Se 
cree que los gatos domésticos (ver figura)  pueden entrar en contacto con estos roedores en 
ciertas épocas del año e infectarse y luego actuar de transmisores al humano (8). Los síntomas 
del gato son la aparición de lesiones en la cara, cuello, patas y menos frecuentemente 
infecciones del tracto respiratorio superior. ¡Pero ojo con el cowpox, porque hasta los elefantes 
de circo pueden infectarse! En febrero de 2007, un elefante (Elephas maximus) de un circo sito 
al Norte de Alemania apareció todo lleno de úlceras en la piel y membranas. No se pudo curar 
al animal que presentaba una infección generalizada por Cowpox y hubo que sacrificarlo. Se 
sabía que no había sido vacunado contra la viruela. Se secuenciaron dos genes del CPXV y se 
caracterizaron. A los pocos días su cuidador desarrolló una pústula en una mano. El análisis de 
la lesión permitió aislar y caracterizar genéticamente un virus igual al del elefante. Con el fin de 
averiguar cuál había sido el transmisor se capturaron cuatro ratas noruegas que vivían en el 
mismo predio. Todas tenían anticuerpos contra CPXV y de una de ellas se pudo aislar virus 
idéntico al del cuidador y al de su elefante. Los autores (9) postulan que Rattus norvegicus 
pueda ser también reservorio del virus y aconsejan vacunar con vaccinia a los animales 
exóticos de circos o del zoológico para protegerlos contra el cowpox.  
En septiembre de 2003, tres macacos que habitaban una reserva destinada a animales 
salvajes desarrollaron una enfermedad compatible con cowpox (10). Un estudio serológico 
realizado al resto de los monos de varias especies demostró la presencia de anticuerpos 
neutralizantes en suero indicando que también habían sido infectados sin presentar 
sintomatología. En la búsqueda del posible transmisor se estudiaron varias clases de roedores 
convivientes con los monos, encontrando anticuerpos solamente en la rata marrón, lo que dio a 
postular que sería el transmisor de la infección, aunque no se descartó que haya ocurrido 
transmisión entre monos. Afortunadamente los cuidadores del lugar no se infectaron. Con este 
comentario queda explicado el origen de la figura que muestra cómo se puede mover el CPXV 
entre especies.  
  
Características de la enfermedad en el hombre 
La infección del humano con virus cowpox produce lesiones localizadas en la piel en 
los lugares donde penetró el virus. Las lesiones se parecen a las que origina la vacunación con 
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vaccinia, aunque la inflamación es mayor (ver fotografía 2). Las pústulas aparecen en las 
manos y dedos, principalmente los pulgares e índices, pero también en la frente y en los 
párpados. Rara vez se  produce mialgia y fiebre. En las personas inmunocomprometidas se 
producen lesiones secundarias generalizadas de distinta gravedad. Se han descripto casos 
severos en pacientes que murieron a causa de la infección. El período de incubación es de 
nueve a diez días y la evolución de las pústulas es autolimitante. La infección con el virus 
cowpox en el hombre no es frecuente.  
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Fotografía  2: lesión producida por el cowpox en la frente de un paciente. Se encuentra 
en su máximo estadío, con una costra central negra y con márgenes inflamados. 
Tomado de la referencia 11.    
  
El contagio directo de rata a humano se demuestra por primera vez en el 2002 (11). El 
caso ocurre en Utrecht, Holanda. Una adolescente de 14 años amante de los animales a tal 
punto que, recoge a una rata marrón enferma, la cuida hasta que muere y la entierra. La joven, 
días después, ingresa al hospital de Utrecht con fiebre y lesiones ulcerosas en los labios y 
pústulas y pequeñas úlceras en los párpados. La evolución de las lesiones hizo pensar en una 
infección con cowpox de modo que se aisla el virus y se caracteriza genéticamente como tal. 
Más aún, desentierran a la rata y logran secuenciar el ADN viral resultando ser idéntico al de la 
joven. De esta forma se demostró inequívocamente que la rata infectada le transmitió el virus 
por contacto directo.  
  
Vivir con ratas 
Probablemente sólo con leer este título muchas personas se estremecerán y en su 
imaginación aparecerá una casucha de chapas o cartones rodeada de terreno baldío con 
nenes descalzos jugando entre montones de basura. No es el caso que discutimos aquí. Nos 
referiremos a niños y adolescentes de países europeos centrales que no son pobres pero 
eligen vivir y compartir juegos con las ratas de compañía, las que se crían para tal fin y se 
venden en las veterinarias.  
  
Las ratas mascotas transmisoras de cowpox 
En años recientes se registraron varios brotes de cowpox en personas generalmente 
jóvenes dueñas de ratas de compañía. El patrón de infección descripto es similar. Animales 
comprados en la misma veterinaria cuyo proveedor casi siempre es el mismo. Las personas 
reciben arañazos o mordidas de sus ratas que a los pocos días de ser adquiridas muestran 
síntomas de enfermedad, generalmente, síndromes respiratorios. Las ratas mueren. A los 10 
días aproximadamente las personas afectadas aparecen con pústulas localizadas en diferentes 
partes del cuerpo acompañadas de gran inflamación y a veces, fiebre y malestar generalizado. 
Por lo regular, las consultas médicas ante esta situación se hacen a un Instituto de 
Dermatología. Da la impresión de que los médicos no sospechan inicialmente que se trata de 
un pox virus y prescriben antibióticos. Las lesiones no mejoran ni aún cuando  se recurre al 
cidofovir, antiviral efectivo contra virus Pox in vitro. La sensación es que los médicos no 
encuentran la clave de la enfermedad, hasta la aparición de las típicas pústulas con centro 
necrótico semejantes a la viruela y a la lesión que deja la vacunación con vaccinia. Luego se 
produce o el aislamiento del virus o la visualización de las partículas pox de forma 
característica de ladrillo.  Los tratamientos difieren, pero algunos, como ocurrió en el hospital 
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de Marsella, recurren a la extirpación de la lesión. Brotes de este tipo se han registrado en 
Holanda, Alemania y Francia respectivamente (12), (13), (14). 
En todos los casos se produjo el mismo ciclo, transmisión de la rata mascota a su 
dueño y a otros habitantes o visitantes de la casa.  Se especula que las ratas infectadas 
provienen de un mismo proveedor cuyo stock de animales se ha contagiado de las ratas 
comunes noruegas.     
Hasta el presente no se ha demostrado que el cow pox adquirido de las ratas mascotas 
infectadas se transmita entre humanos, sin embargo sabemos que los virus mutan de modo de 
lograr expandirse a un mayor número de huéspedes. Cabe preguntarse si con el tiempo no se 
producirán epidemias y si resultaría oportuno volver a vacunar con la vaccinia que se usó hasta 
1980. Estamos frente a casos en que gente que vive en buenas condiciones de higiene y 
bienestar está alterando con sus gustos peculiares el equilibrio ecológico de un virus, que 
perdura en el medio ambiente rural junto a los roedores. Parece una paradoja, aquí no se trata 
del hombre que irrumpe en zonas boscosas o rurales y adquiere nuevas infecciones, en este 
caso el hombre trae las infecciones emergentes a su domicilio. 
Y qué pasa con las áreas pobres de Latinoamérica. ¿Se sabe si estos niños sufren 
infecciones por cowpox? Es poco probable que la presencia de pústulas sea motivo de 
consulta médica. Hay males mayores que las encubren que todos conocemos. 
Quizás este trabajo sirva de advertencia para aquellos lectores que eligen como 
amigos a las ratas, por más blancas que sean siempre albergan peligros para nuestra salud.  
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Resumen 
  
Desde década de los 70, los esfuerzos en ensayos clínicos con selenio en diferentes centros 
aplicados a la salud y nutrición humana, han llegado a la conclusión de que el selenio es un 
elemento esencial en la dieta humana, principalmente en la prevención de muchas 
enfermedades que no tienen cura definitiva, entre las que se destacan; cáncer, virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV) y complicaciones cardiovasculares. Este trabajo es una 
pequeña revisión sobre las propiedades antioxidantes y anticancerígenas en humanos, además 
de conocer aspectos principales funciones del selenio y  rol biológico en el humano. 
Palabras claves: Selenio en humanos; seleno-enzimas; selenoproteínas; suplementos 
nutricionales. 
  
Biological   role of the selenium in the human 
Abstract 
Since the 70’s decade the efforts in different clinical tests with selenium in center applied to the 
health and human nutrition, have reached conclusion that the selenium is an essential element 
in the human diet. Participating mainly in prevention of many diseases that they do not have 
definitive cures. Among them: cancer, AIDS and cardiovascular complications. This work is a 
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brief revision of the anti-carcinogenic and antioxidants properties of selenium in humans and its 
biological roll in human beings. 
Key words: Selenium; human; seleno-enzymes; selenoprotein; nutritional supplements. 
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1. Introducción 
En la naturaleza, el selenio se encuentra ampliamente distribuido en forma de seleniuro 
combinado con elementos pesados y en menor proporción como elemento libre asociado con 
azufre elemental e hidrógeno. A su vez, el selenio presenta varios estados de oxidación, 
formando gran variedad de compuestos inorgánicos y orgánicos, siendo su química compleja 
en el medioambiente y en los sistemas vivos (Tabla. 1). En el humano [1,2],  el selenio ha sido 
reconocido como elemento esencial en el mantenimiento de las funciones fisiológicas en el 
organismo, que a su vez, debe ser ingerido  en la dieta humana en concentraciones del orden 
de 70 µg/día en el caso de déficit de selenio  [3]. Su disminución o aumento de concentración 
puede provocar deficiencias [4] o efectos tóxicos [5]. Es por ello que, los efectos beneficiosos 
del selenio siempre están relacionados con el contenido de selenoproteínas o enzimas 
dependientes de selenio en el organismo [6-15]. Las fuentes principales del selenio es la 
ingesta de alimentos que proceden de la dieta diaria y los suplementos nutricionales 
enriquecidos con selenio [4,16-19], la forma en que se aportan el selenio en este tipo de 
alimento es unido a proteínas (selenoproteínas de bajo peso molécular, <10 KDa). En la 
estructura de la selenoproteína, tiene uno o varios átomos de selenio que reemplaza el azufre 
de los aminoácidos cistina, cisteína y metionina, dando lugar a especies orgánicas de selenio 
como selenocistina (SeCys2) [20], selenocisteína (SeCys) [21-22], selenometionina (SeMet) 
[23-24], metil-selenocisteína (CH3SeCys) y seleno-metil-selenocisteína (SCM) [25-26]. En la 
actualidad estas especies son el objetivo de numerosas investigaciones en el campo del la 
salud humana, ya que presentan propiedades antioxidantes y anticancerígenas [10,13,14,27-
29].  
La determinación de selenio en fluidos corporales como; orina, heces, sangre, 
secreciones biológicas,  se  basan en técnicas de espectroscopía atómica, en concreto en 
técnicas como espectrometría de absorción atómica (AAS) [30-34],  espectrometría de emisión 
atómica (AES) [35-36] y  espectrometría de fluorescencia atómica (AFS) [37-39] que han 
resultado asequibles por su bajo costo y por su alta precisión. Sin embargo, la técnica de 
espectrometría de masa con plasma acoplado por inducción (ICP-MS) ha tenido un papal 
evidente en la identificación de especies orgánicas de selenio por su alta sensibilidad y amplio 
rango dinámico. Los limites de detección del ICP-MS, puede llegar a niveles inferiores de ng/L 
en diferentes muestras biológicas [35,40-42], por lo que se puede afirmar que su sensibilidad  
en la determinación multielemental es incomparable con otras técnicas analíticas en el análisis 
clínico. 
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Tabla.1. Principales especies de selenio en medioambiente y seres vivos  (inorgánicos y 
orgánicos) [1,4,11,15,20,52,61]. 
2. Rol biológico del selenio y selenoproteínas en el humano 
Los primeros estudios con selenio en seres vivos fue en la década de los 50 por 
Schawarz y Foltz [43], los estudios consistieron en la administración de selenio en ratas con 
necrosis hepática por déficit de vitamina E.  Sus resultados demostraron que el selenio tiene 
una función antioxidante, debido a la reducción de la necrosis hepática en las ratas. Sin 
embargo, no fue hasta el año 1973, cuando se comprobó la función reductora de la especie 
SeCys2 presente en la enzima glutationa peroxidasa (GSHPx) [44]. A partir de ese momento, se 
han hecho varios ensayos clínicos en humanos con el fin de identificar las funciones 
fisiológicas y bioquímicas presentes en el organismo (Tabla. 2) [45-51], dichas funciones 
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guardan una estrecha relación con los niveles adecuados de selenoproteínas y enzimas 
dependiente de selenio en varios órganos vitales (cerebro, sistema endocrino y reproductor) 
[52-58].  En estos órganos los niveles de enzimas dependiente de selenio como la GSHPx 
[8,53], Yodotrina iodinasa (ID) [58] y tiorredoxina reductasa (TR) [56-57] pueden ser normales 
en estados carenciales moderados de selenio, por lo que su función biológica permanece 
estable, mientras tanto, los niveles de selenoproteína P (Sel P) disminuyen notablemente su 
actividad biológica [12], afectando principalmente a órganos como el hígado, los músculos 
esqueléticos y el corazón que presentan lesiones ante niveles carenciales de selenio [59]. La 
ingestión de complementos nutricionales con selenio, pueden revertir esta situación, 
provocando que las selenoproteínas y enzimas dependientes de selenio se normalicen [3,4]. 
Hoy en día, se han identificado entre 30 y 50 especies orgánicas que contienen selenio 
fuertemente fijado a ellas [60-62]. En el humano, solamente algunas seleno-enzimas y 
selenoproteínas se han caracterizado como dependientes de selenio por el rol biológico 
presente en el mantenimiento y funcionamiento del hombre, ya que estas especies de selenio 
pueden ayudar a combatir varías enfermedades, entre la que destacan, varios tipos cáncer 
[15,25-28], HIV [8] y complicaciones cardiovasculares [11]. 
 
Tabla. 2. Principales  funciones filológicas y bioquímicas presentes en el humano 
cuando hay un aumento en la ingestión de complementos nutricionales con selenio. 
 
 
3. La incorporación del selenio a proteínas 
El selenio inorgánico (Na2SeO4, NaSeO3) se incorpora en el hombre mediante la 
GSHPx  que reduce el selenio hasta llegar a seleniuro de hidrógeno (H2Se), éste suprime 
radicales libres hasta su bioeliminación (Figura. 1) o se combina con grupos fosfatos formando 
fosfato de selenio hidrogenado (HSePO3-2) para la síntesis de nuevas selenoproteína [21-22]. 
En resumen, la síntesis de especies SeCys a partir  HSePO3-2 dentro de la célula implica cuatro 
genes del RNASec (selA, selB, selC, y selD). El gen selC codifica la serina; el gen SelA 
convierte serina a cisteína; el gen selD es el donador de selenio, y el gen selB  es el factor de 
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la traducción que reconoce el selenocisteil-tRNA. Este último lo entrega al codón de iniciación 
UGA del RNAm para la síntesis de la SeCys [21]. La especie SeCys2  se incorpora de forma 
específica reduciéndose a SeCys que tiene una estructura igual a la cisteína, diferenciándose 
únicamente en que un átomo de selenio que remplaza al azufre del aminoácido y la especie 
SeCys se incorpora reduciéndose a seleniuro de hidrógeno (H2Se). La especie SeMet se 
incorpora por vías no específica homeostáticamente, dado que el tRNAMet no discrimina entre 
metionina y SeMet, está se incorpora de manera no específica a proteínas, tales como, la 
albúmina y hemoglobina para sustituir a la metionina. La SCM se hidroliza obteniendo la SeCys 
y el metil-selenio,  éste último es el más eficiente en la protección contra el cáncer [26].  
  
4. Enzimas dependientes de selenio 
 Glutatión peroxidasa (GSHPx) 
El papel fisiológico principal de las enzimas GSHPx es antioxidante (acción similar a la 
vitamina E),  disminuye los niveles de concentración de las especies de oxígeno reactivas 
(ROS) y de las especies  de oxigeno y nitrógeno reactivas (RNOS) evitando el daño oxidativo a 
membranas plasmática. Actualmente, se han descrito cuatro isoformas de la GSHPx en el 
humano idénticas (tiene peso molecular entre 88 y 107 kDa) y cada una tiene un residuo de 
SeCys, la glutatión peroxidasa citosólica (cGSHPx),  glutatión peroxidasa plasmática 
(plpGSHPx), fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa (phGSHPx) y glutatión peroxidasa 
gastrointestinal (giGSHPx). La cGSHPx  fue la primera enzima dependiente de selenio que se 
identificó en ratas, conejo, ratón y humano mediante la secuenciación de cDNA, estas 
comparaciones en estos organismos vivos con el humano reveló que al menos hay un 85-95% 
de homogeneidad en la secuencia primaria de la enzima [63], donde se ha encontrado una 
acumulación de aminoácidos aromáticos e hidrofóbicos cerca del sitio activo (SeCys),  
localizado en la posición 45 sobre la superficie de la subunidad  [64]. La función biológica de 
esta enzima es la protección  de la oxidación y peroxidación de los ácidos grasos insaturados y 
de la que proviene del metabolismo celular (radicales libres). Su localización está asociada a la 
membrana celular [52]. La enzima plpGSHPx fue aislada en plasma de humano en 1987 [65], 
su lugar de acción se encuentra en riñón [66] y pulmón [67]. Su estructura es distinta a 
cGSHPx, ya que es una proteína de secreción que se libera al plasma [67], dentro de su 
función se encuentra en los tejidos evitando los peróxidos circulantes. La phGSHPx es una 
enzima que depende directamente de los niveles de selenio en la célula, lo que indica que su 
principal función es antioxidante. Su localización de esta enzima está estrechamente asociada 
con las membranas intracelulares debido a que tiene una alta afinidad sobre los hidroperóxidos 
en este lugar [68]. La enzima giGSHPx fue caracterizada en 1993 [69] y aislado de células de 
hepatoma , en células y tejido de carcinoma mamario humano. Su función podría estar 
relacionada con los hidroperóxidos lipídicos ingeridos con la dieta.   
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Tioredoxina reductasa (TR)  
En su estructura contiene dos residuos de SeCys (peso molecular 11 kDa) y se han 
identificado tres isoformas idénticas, la tioredoxina, la ditio-proteína y la TR [56-57]. Esta última 
es la enzima que se encuentra distribuida ampliamente en varios tejidos. Dentro de sus 
principales funciones destacan; en la regulación de procesos redox–dependientes 
intracelulares, en los factores de la transcripción para el control redox de grupos tioles, en los 
mecanismos de reparación de la síntesis del DNA, actúa como coenzima para cataliza 
nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato hidrogenado (NADPH) dependiente de la reducción de 
la tiroxina y estimula la proliferación de las células normales [70]. 
  
Yodotrina iodinasa (ID) 
En su estructura contiene un residuo de SeCys y se ha identificado tres isoformas 
(peso molecular 30 kDa), la deiodinasa tipo 1 (D1),  la deiodinasa tipo 2 (D2) y la deiodinasa 
tipo 3 (D3) [58,71]. Todas ellas son enzimas microsomales, transmembránica con la porción 
catalítica (carboxilo termina) en el citosol [72] y se encuentra asociada a la membrana celular. 
Dentro de sus principales funciones, es la vinculación con la síntesis y metabolismo de las 
hormonas tiroideas (remueve un átomo de yodo (5´) de la tiroxina transformándola en 3,4,3´-
triodotironina), ya que se sabe que la hormona triyodotironina (T3) biológicamente activa es 
sintetizada por hormona tiroxina (T4), que a su vez depende de enzimas deiodinasa. 
  
Glutaredoxina  
Hasta el momento no se ha caracterizado su secuenciación de aminoácidos. Sin 
embargo, esta enzima cataliza la reducción de disulfuro dependientes del enzima glutationa 
(GSH) y unido a la TR. Además es un donador de electrones para plGSHPx reduciendo los 
hidroperóxidos en membrana celular [70]. 
  
Selenofosfato-sintetasa SPS2  
Esta enzima esta fue caracterizada por primera vez en bacterias [22], su peso 
molecular es de 50 kDa y en su estructura tiene un residuo de SeCys, dentro de sus funciones 
conocidas es necesaria para la síntesis de HSePO3-2 y selenocisteína, lo que indica que es 
esencia en la síntesis de nuevas selenoproteína.  
  
5. Selenoproteínas  
 Selenoproteína P (Sel-P)  
  Es la selenoproteína contiene de nueve a doce residuos de SeCys (peso molecular 57 
kDa) y es la más abundante en sangre y plasma [54,55,74], lo que indica que 60-80% del 
selenio se encuentra en estos dos especimenes biológicos. La función de esta selenoproteína 
es antioxidante y actúa como una proteína de transporte. Además esta selenoproteína sirve 
como marcador biológico al igual que la enzima GSHPx en el déficit de selenio. Se puede 
expresa en células endoteliales arteriales y hepáticas. 
Revista QuímicaViva - Número 2, año 8, agosto 2009 - quimicaviva@qb.fcen.uba.ar 
 71 
  
Selenoproteína de la cápsula espermática (Sel CME) 
Es también es llamada como selenoproteína-34KDa, se ha identificado en 
espermatozoides de rata [74], en su estructura contiene más de una SeCys, debido a que la 
secuencia las proteínas que participan en el movimiento del espermatozoide que tiene 
dieciocho a veinte residuos de cisteína, lo que indica la afinidad del selenio y sus efectos 
adversos sobre los espermatozoides cuando hay un déficit de selenio [75].  
  
Selenoproteína W (Sel-W)  
Es una proteína que se identificado en humano, pero si en músculo esquelético y 
miocardio en rata [76]. En su estructura contiene con un residuo de SeCys y se identificado 
cuatro isoformas confirmando su actividad antioxidante en rata (peso molecular 8 kDa), hasta 
el  momento no tiene una función conocida en el humano, pero se cree que tiene una posible 
función redox. 
  
Selenoproteínas de peso molecular variado  [4,20,29]. 
  La selenoproteína-15kDa está localizada en células epiteliales de la próstata ventral, se 
opina que tiene una función redox similar a la GPx4 y que posee una acción protectora de las 
células secretoras frente al carcinoma Selenoproteína-18 es localizado en riñón y otros 
órganos, sea identificado como una proteína de reserva de selenio. 
  
6. Déficit de selenio y suplementos nutricionales enriquecidos con selenio como 
alternativa 
La incorporación del selenio en los seres humanos proviene fundamentalmente de la 
dieta (carne, pescado, leche, queso, mariscos, frutas, vegetales y cereales). En el caso de los 
vegetales (principales bioacumuladores de selenio), el contenido de selenio está relacionado 
con su concentración en el suelo. Existen regiones cuyo contenido de selenio es notablemente 
bajo, entre las que destacan países con regiones áridas como Australia [77], Corea del Norte, 
China central, Nepal, Tíbet, África central y particularmente la República Democrática de 
Congo [78], donde la ingestión de complementos nutricionales con selenio, pueden ser una 
alternativa en el déficit de selenio en el organismo. Los niveles bajos de selenio en el hombre 
pueden originar entre otras enfermedades como la Keshan (cardíaca) que afecta 
principalmente a niños , mujeres embarazadas y en lactancia con una mortalidad del 50% si no 
se trata a tiempo. Esta enfermedad fue detectada por primera vez en la provincia de  Keshan, 
China (11) y en la actualidad puede prevenirse administrando selenio en la dieta. Otra 
enfermedad es es la de  y la  Kashin-Beckse (ósea) que se caracteriza por la rigidez simétrica, 
tumefacción y dolor de las articulaciones interfalángicas de los dedos, las rodillas y los 
tobillos.(79).  La normalización de la ingesta diaria de selenio que recomienda el Comité de 
Nutrición y Alimentos del Instituto de Medicina (Food and Nutrition Board of the Institute of 
Medicine) basarse en la edad (Tabla. 3) [79].  
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Tabla. 3. Concentración de selenio en la ingesta diaria que recomienda el Comité de 
Nutrición y Alimentos del Instituto de Medicina (Food and Nutrition Board of the Institute 
of Medicine)  
 
  
Por otra parte, M.P Rayman [3,4,51] reconocida especialista en el tema, ha 
recomendado una ingesta diaria de selenio, teniendo en cuenta factores como el país de 
origen, la edad y el sexo. Además varios estudios clínicos en humanos  por otros especialistas 
en el tema, han recomendado en el caso que hay una deficiencia de selenio en la ingesta diaria 
una dosis entre 70-100 µg/día de selenio [49,50,77]. En la actualidad el desarrollo de 
suplementos alimenticios enriquecidos con selenio se están investigando, ya que presenta una 
alternativa en la prevención de varias enfermedades citas anteriormente. Las levaduras como 
Saccharomyces cerevisiae enriquecidas han sido las más estudiada en diferentes centros de 
investigación por su capacidad de biotransformación del selenio inorgánico a SeMet [16,81,82], 
ya que puede asimilar durante su crecimiento hasta 3 mg/g de selenio inorgánico. Otros 
biotransformadores de selenio excelente son, las plantas Allium (cebollas, ajos, brécol) [18] y la 
nuez Brazil nuts [17]. Esta última puede biotransforma hasta 35 µg/g de selenio inorgánico [17]. 
Por otra parte, los estudios realizados por Andreani et al [83] en bacterias, ha demostrado que 
el selenio es esencial para las lactobacilos, en especifico las especies Lactobacillus rhamnosus 
y Lactobacillus fermentum, donde el selenio tiene un papel funcional en la estimulación 
enzimática de estos microorganismos. Actualmente, se ha abierto la posibilidad de realizar 
nuevos alimentos enriquecidos con selenio principalmente en lactaos y su derivados por su 
rápida biotransformación del selenio a selenoproteínas [19, 84]. 
  
7. Toxicidad del selenio 
El selenio es tóxico en humanos cuando la exposición se prolonga a dosis altas [5]. Sus 
efectos tóxicos se conocen desde hace mucho tiempo y depende de factores como la forma 
química, la concentración y las posibles transformaciones que puedan sufrir en su interacción 
con el medio ambiente. Las formas orgánicas de los elementos por ejemplo, arsénico, mercurio 
y estaño, suelen considerarse más tóxicas que las especies inorgánicas, por su naturaleza 
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lipofílica, al poseer mayor facilidad para difundir rápidamente a través de las membranas 
celulares. Sin embargo, muchas especies orgánicas de selenio son esenciales y forman parte 
de las proteínas (SeMet, SMC y SeCys2), por lo que su toxicidad potencial es nula. Dentro de 
las formas inorgánicas, el selenio elemental parece ser el menos tóxico por ser el más insoluble 
y por tanto difícilmente asimilable por los organismos. Las especies selenito y seleniato 
presentan toxicidad semejante, otorgándoseles propiedades mutagénicas. En el humano se 
desconocen los niveles exactos  para producir intoxicación crónica, pero cantidades del orden 
de 2-8 mg/kg son capaces de producir graves lesiones. Se han registrado varios casos de 
envenenamiento por selenio con un consumo dietético de 5 a 27 mg/kg [5], o por exposición 
industrial a seleniuros, dióxidos de selenio y oxicloruro de selenio. Los síntomas de selenosis 
por inhalación son mareos e irritación de las membranas mucosas. Cuando la exposición es 
elevada produce acumulación de líquido en los pulmones, bronquitis, neumonía, fiebre, dolor 
de garganta, conjuntivitis, vómitos, dolores abdominales, diarrea y expansión del hígado. 
Cuando es ingerido puede producir pelo quebradizo y uñas deformadas, sarpullidos, calor, 
hinchamiento de la piel, dolores agudos. Por último, la bioeliminación del selenio ingeridos por 
la dieta humana es por  vía urinaria en forma metilada ((CH3)Se+) o acetilada 
(acetilgalactosaminado) (Figura. 1). Sin embargo, cuando hay una exposición tóxica, las vías 
secundarias a la bioeliminación del selenio pueden ser por heces, secreciones biológicas, uñas 
y pelo. 
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Figura. 1. Proceso de incorporación del selenio inorgánico (Na2SeO4, NaSeO3, Se-2), 
metabolismo de selenoproteínas y síntesis de selenoproteínas a partir de HSePO3-2. 
  
  
8. Conclusiones 
Los beneficios del selenio en humanos son más que evidentes. Las seleno-enzimas y 
selenoproteínas reducción de especies de oxígeno reactivas (ROS), especies  de oxigeno y 
nitrógeno reactivas (RNOS), el cual disminuye el daño a membranas y otras estructuras de la 
célula por radicales libres. Además actúan en la reducción de la peroxidación de los lípidos y 
grupos sulfhídrico de la membrana celular. Por tanto, el selenio ayuda ha prevenir y mantener 
las funciones fisiológicas en enfermedades que tengan un elevado nivel de estrés oxidativo 
como cáncer, HIV y complicaciones cardiovasculares.  
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Resumen 
El retículo endoplásmico es el lugar en donde se sintetizan las proteínas que ingresan a la vía 
secretoria. Previo a su salida, las proteínas adquieren su estructura terciaria y, de ser 
necesario, se ensamblan en oligómeros funcionales. Para facilitar estos procesos existen una 
gran variedad de chaperonas y enzimas facilitadoras del plegamiento. Asimismo, el estado de 
plegamiento es monitoreado por un sistema de control de calidad, el cual retiene en el retículo 
endoplásmico a aquellas especies que no han adquirido su conformación nativa. Si una 
proteína es incapaz de plegarse correctamente es retenida en el retículo endoplásmico y 
eventualmente es retrotranslocada al citosol para ser degradada por el proteasoma. 
Concomitantemente con el plegamiento tienen lugar diversas modificaciones 
postraduccionales, siendo las más destacadas la N-glicosilación y la formación de puentes 
disulfuro. Cerca de un cuarto de las proteínas de una célula eucarionte son N-glicosiladas, 
siendo la modificación postraduccional más frecuente. En las proteínas que alcanzaron su 
destino final los N-glicanos cumplen papeles fundamentales en diversos procesos de 
reconocimiento celular. Sin embargo los N-glicanos son utilizados también durante la 
maduración de las glicoproteínas como un sistema que codifica información acerca de su 
estado conformacional, siendo un elemento clave en varias instancias decisivas a lo largo de la 
vía secretoria. En este trabajo se presentan las diversas etapas que atraviesa una proteína 
desde su ingreso al retículo endoplásmico hasta su llegada a su destino final, poniendo 
especial atención a las funciones tempranas de los N-glicanos. 
  
Palabras clave: BiP, calnexina, calreticulina,  chaperona, control de calidad de plegamiento, 
glucosiltransferasa, N-glicosilación, oligosacaril transferasa, proteína disulfuro isomerasa, 
retículo endoplásmico. 
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La dolce vita: the role of sugars on the biosynthesis of glycoproteins 
Abstract 
The proteins that enter the secretory pathway are synthesized in the endoplasmic reticulum. 
Previously to their exit from the endoplasmic reticulum, the proteins acquire their tertiary 
structure and, if necessary, they form oligomeric structures. These processes are monitored by 
a folding quality control system. Those species unable to fold properly are retained in the 
endoplasmic reticulum and, eventually, are retrotranslocated into the cytosol for their 
degradation by the proteasome. Along the folding process, several postranslational 
modifications take place, being the most important the addition of N-glycans and the formation 
of disulfide bridges. About one quarter of the eucariotic proteins are N-glycosylated: this is the 
most common postranslational modification. The N-glycans are fundamental in many molecular 
recognition events once a protein has reached it final destination. In addition, the N-glycans are 
also employed as a system that encodes information about the conformational status of a 
glycoprotein, playing a central role in many decisive points along the life of a glycoprotein. Here 
I present the journey of a protein form the endoplasmic reticulum to its final destination, focusing 
the attention on the early roles played by the N-glycans. 
  
Keywords: BiP, calnexin, calreticulin, chaperone, endoplasmic reticulum, folding quality control, 
glucosyltransferase, N-glycosylation, oligosaccharyltransferase, protein disulfide isomerase, ,. 
  
Abreviaturas: BiP, proteína que une la cadena pesada de las inmunoglobulinas (la HSP70 del 
RE), CRT, calreticulina; CNX, calnexina; GRP94, proteína regulada por glucosa de 94 kDa (la 
HSP90 del RE); GT, UDP-Glc:glicoproteína glucosiltransferasa; PDI, proteína disulfuro 
isomerasa; RE, retículo endoplásmico 
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Introducción 
El retículo endoplásmico (RE) es un sistema intracelular de compartimientos que 
abarca cerca del 10 % del volumen de un célula eucarionte. Esta organela cumple al menos 
tres funciones:  
a) Segundo sitio de síntesis de proteínas, luego del citosol. 
b) Principal lugar de síntesis de lípidos. 
c) Principal reservorio intracelular de calcio en células no contráctiles.  
 
Las proteínas que ingresan al RE perteneces a lo que se denomina vía secretoria. 
Estas proteínas comprenden cerca de un tercio del genoma de una célula eucarionte y tienen 
como destino final ciertas organelas (RE, aparato de Golgi o lisosomas), la membrana 
plasmática o la secreción al medio extracelular. La gran diversidad de receptores, 
transportadores y canales presentes en la membrana plasmática dan cuenta en gran medida 
de su abundancia en el genoma. En algunos tipos celulares especializados en secreción 
(linfocitos B activados, células pancreáticas beta, etc.) el RE comprende la mayor parte del 
volumen celular, y la maquinaria de síntesis proteica está dedicada principalmente a sintetizar 
unas pocas proteínas. Cuando una proteína ingresa al RE, ya sea co- o postraduccionalmente, 
lo hace a través de un complejo denominado translocón, cuyo componente central es una 
proteína integral de membrana llamada SEC61 (1). Esta proteína forma un poro estrecho por el 
cual ingresan las proteínas en forma desplegada. Luego de ingresar al RE, las proteínas 
adquieren su estructura terciaria, y de ser necesario se ensamblan en complejos oligoméricos. 
Estos procesos son supervisados por diversos sistemas de control de calidad, los cuales evitan 
la salida de aquellas proteínas que no han adquirido su conformación nativa. Las proteínas 
incapaces de plegarse eventualmente son retrotranslocadas al citosol, en donde son 
degradadas por el proteasoma en un proceso denominado ERAD (Endoplasmic Reticulum 
Associated Degradation). Concomitantemente con el plegamiento y ensamblado tienen lugar 
una serie de modificaciones post- y cotraduccionales, siendo las más importantes la formación 
de puentes disulfuro y la N-glicosilación.  
   
Plegamiento de proteínas en el RE  
El RE dispone de una enorme variedad de chaperonas y enzimas que asisten a la 
maduración conformacional de las proteínas. Entre las chaperonas clásicas se destacan BiP y 
Grp94, las versiones del RE de HSP70 y HSP901, respectivamente (2-4). BiP es la proteína 
más abundante de esta organela, dando cuenta de aproximadamente el 5 % del total. Esta 
chaperona reconoce péptidos hidrofóbicos de unos 7 residuos de longitud, los cuales se unen 
en un proceso acoplado a la hidrólisis de ATP (5). Para cumplir con su función BiP cuenta con 
cochaperonas que la asisten en la unión de los sustratos (SEC63 y ERdj3, que son homólogas 
a HSP40) y en el intercambio de ADP por ATP (denominadas NEFs, por nucleotide exchange 
factor). Prácticamente todas las proteínas sintetizadas en el RE son asistidas en su 
plegamiento por BiP. Cuando las proteínas ingresan al RE usualmente son recibidas por BiP. 
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Para ello son presentadas por SEC63, una homóloga de HSP40 anclada a la membrana del 
RE que se encuentra asociada al translocón. Se han resuelto varias estructuras del dominio de 
unión a péptidos y de unión a ATP, y  recientemente apareció la primer estructura de la DnaK 
de E. coli completa (Fig. 1A). El sitio de unión a péptidos está formado por una hoja beta, el 
cual está cubierto por una hélice alfa que funciona como tapa. Esta disposición obliga que los 
péptidos adopten una conformación extendida para poder unirse a estas chaperonas (Fig. 1B). 
La estructura de BiP se predice que debería ser muy similar a la de DnaK. 
1HSP70 y HSP90 significa "heat shock protein" de 70 y 90 kDa, respectivamente.  
 
 
  
  Figura 1. (A) Estructura de DnaK con sus dos dominios (PDB: 2KHO). (B) Dos vistas del 
dominio de unión de péptidos formando un complejo con el péptido NRLLLTG (PDB: 1DKZ). 
  
Las HSP70 pueden adoptar dos conformaciones. En el estado que une ATP el dominio 
de unión a péptidos presenta una conformación "abierta", en donde la tapa está distanciada de 
la hoja beta. En esta conformación la velocidad de entrada y salida del sustrato es rápida. La 
unión de los péptidos gatilla la hidrólisis del ATP y como consecuencia la chaperona sufre un 
cambio conformacional hacia una forma "cerrada" que atrapa al sustrato (es la mostrada en la 
Fig. 1B). El mecanismo por el cual la unión del sustrato induce la hidrólisis de ATP, es decir 
cómo se acoplan las actividades de los dominios, no es claro. A continuación se intercambia el 
ADP por ATP, la proteína vuelve a la conformación abierta y el péptido es liberado (Fig. 2). 
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Figura 2. Ciclo catalítico de la HSP70 
 
Si bien las HSP70 son fundamentales para la maduración conformacional de muchas 
proteínas, su mecanismo de acción es llamativamente simple. En principio se limitan a unir y 
soltar segmentos hidrofóbicos en un proceso acoplado a la hidrólisis de ATP. Su efectividad 
para favorecer el plegamiento es indirecta, y es principalmente una consecuencia de  prevenir 
la agregación de proteínas mal plegadas. Esto se debe a que mientras la adquisición de la 
estructura terciaria es un proceso unimolecular, en la formación de agregados intervienen 
varias proteínas y su velocidad se incrementa notablemente con la concentración. La unión de 
los intermediarios de plegamiento a la HSP70 disminuye su concentración como especies 
libres, inhibiendo entonces la agregación.  
A diferencia de la HSP90 citosólica, que cumple funciones reguladoras, la principal 
función de Grp94 a asistir al plegamiento (6). El rango de sustratos de esta chaperona es más 
reducido que el de BiP, y en general actúa durante etapas avanzadas del plegamiento. No 
conocemos qué reconoce Grp94 en sus sustratos. Se especula que serían parches de 
aminoácidos hidrofóbicos expuestos en la superficie. Por otra parte, Grp94 une grandes 
cantidades de calcio con baja afinidad, siendo uno de los dos buffer de calcio más importantes 
del RE (el otro es la calreticulina). Llamativamente en el RE no se ha encontrado ninguna 
proteína de la familia de las chaperoninas (TRIC en el citosol de eucariontes, GroEL en 
bacterias). Esto puede deberse a que algunas de las funciones que normalmente llevan a cabo 
las chaperoninas en el citosol podrían ser suplidas en el RE por Grp94. 
La principal función de BiP y Grp94 es evitar las interacciones inespecíficas entre los 
polipéptidos, de forma que previenen la formación de agregados. Asimismo, al ser proteínas 
residentes del RE, estas chaperonas evitan que las proteínas unidas a ellas prosigan su ruta 
por la vía secretoria. Es decir que una proteína con defectos estructurales será retenida en el 
RE. Si una proteína es incapaz de adquirir su conformación nativa, por ejemplo por tener una 
mutación que afecte su plegamiento, eventualmente se convierte en sustrato del ERAD. Si bien 
inicialmente se postuló que la degradación de proteínas de la vía secretoria ocurría en los 
lisosomas, hoy sabemos que este proceso se lleva a cabo principalmente por el proteasoma en 
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el citosol. Para ello las proteínas deben ser retrotranslocadas, en un proceso que 
comprendemos muy parcialmente y en el que intervienen numerosos componentes (7). 
Durante la retrotranslocación las proteínas son desplegadas, y si bien originalmente se postuló 
que atravesaban la membrana a través del SEC61, hoy sabemos que no es así y han surgido 
otras proteínas como posibles canales (DERLIN 1, 2 y 3). Del lado citosólico la proteína es 
recibida por diversos componentes, entre los que se destacan una E3 ubiquitin ligasa asociada 
a la membrana del RE, una AAA+ ATPasa soluble del citosol (p97) que ayudaría a sacar el 
sustrato del RE, y una N-glicanasa que corta los N-glicanos de las glicoproteínas antes de su 
ingreso al proteasoma. 
  
Respuesta a las proteínas mal plegadas (UPR) 
Al acumularse proteínas mal plegadas se activan diversos mecanismos tendientes a 
restaurar la homeostasis celular, en un proceso denominado unfolded protein response (UPR). 
La UPR modula la capacidad biosintética de la célula de formas muy variadas. Tres proteínas 
de membrana residentes en el RE funcionan como sensores de estrés: PERK, ATF6 e IRE1 
(8). Las levaduras sólo cuentan con IRE1, mientras que los metazoos disponen de los tres 
sensores. El mecanismo para detectar la acumulación de proteínas mal plegadas es similar en 
los tres casos (9). En condiciones de reposo estas proteínas se encuentran unidas a BiP, quien 
las mantiene inactivas. Cuando se acumulan proteínas mal plegadas BiP se une a ellas, 
desplazándose de su complejo con los sensores (Fig. 3). Este mecanismo de titulación ha sido 
demostrado de diversas maneras, sin estar del todo claro la concentración de proteínas 
desplegadas y el grado de perturbación estructural necesarios para iniciar la respuesta.  
El primer sensor que se activa es PERK, quien frena la traducción general de 
proteínas. El sentido de esta respuesta inicial es darle tiempo a las chaperonas para que 
recuperen las proteínas mal plegadas que se acumularon. El apagado de la traducción sucede 
bastante rápido (aproximadamente 30 minutos) y usualmente se reinicia al cabo de una o dos 
horas. PERK es una proteína quinasa que al disociarse de BiP dimeriza, se autofosforila y 
luego fosforila al factor de elongación eIF2α. Esto inhibe el ensamblado del complejo de 
iniciación de la traducción. Sin embargo existen algunos mRNAs (ATF4, ATF3, etc) que al 
fosforilarse eIF2α aumentan su traducción, por presentar marcos de lectura abiertos cerca del 
extremo 5´ de su mensajero. En condiciones normales estos marcos de lectura son leídos 
eficientemente, de forma que el ribosoma saltea el marco de lectura que se encuentra río 
abajo. Al fosforilarse eIF2α disminuye la eficiencia en la iniciación de la traducción, y en estas 
condiciones se puede llegar a leer los marcos que se encuentran río abajo. Eventualmente 
eIF2α es defosforilado por uno de estos productos, la primera parte de la UPR se apaga y la 
célula se prepara para las etapas subsiguientes. 
A continuación se activan mecanismos que llevan a: (i) la síntesis de más chaperonas, 
(ii) la activación de la máquina de degradación y, (iii) la síntesis de membrana del RE. Esta 
última respuesta se cree que incrementa el volumen del RE, de forma de "diluir" las proteínas 
mal plegadas y dar mas "espacio" para las chaperonas (esta interpretación puede ser 
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demasiado simple). El sensor que se activa a continuación de PERK es ATF6. Esta proteína 
posee señales de localización en el Golgi que se encuentran ocultas por BiP, de forma que en 
condiciones de reposo el complejo se localiza en el RE. Al acumularse proteínas mal plegadas 
y despegarse de BiP, ATF6 migra al Golgi en donde es cortada por dos proteasas (S1P y S2P) 
que liberan el dominio citosólico de la misma. Este dominio es un factor de transcripción que 
activa la síntesis de chaperonas y de XBP1, producto necesario para la siguiente etapa de la 
UPR. Finalmente el último efector en activarse es IRE1. Esta proteína, de forma similar a 
PERK, al liberarse de BiP dimeriza, se autofosforila y se prende su actividad de 
endoribonucleasa. IRE1 cataliza la escisión de un intrón en un mRNA que codifica para el 
factor de transcripción XPB1. Este proceso de corte y empalme genera una proteína XBP1 con 
un extremo C-terminal alternativo, la cual presenta actividad como factor de transcripción de 
numerosos genes que codifican para chaperonas y componentes del ERAD. 
  
  
 Figura 3. Las tres vías de activación de la UPR. 
             
Estas cascadas de señalización están finamente reguladas, de forma que en 
determinadas situaciones algunas vías puede no prenderse. Es importante mencionar que la 
acumulación de proteínas mal plegadas no necesariamente implica un proceso patológico. Si 
bien en el laboratorio la UPR se induce mediante agentes farmacológicos (tapsigargina, 
tunicamicina, DTT, etc), la UPR también se activa durante procesos de desarrollo y 
diferenciación celular, los cuales demandan una mayor síntesis de proteínas. Un ejemplo 
clásico de aumento de demanda de la vía exocítica es la diferenciación de los linfocitos B en 
células plasmáticas, las cuales secretan miles de moléculas de anticuerpos por segundo. 
Durante este proceso se activan IRE1 y ATF6, y no se prende la vía mediada por PERK (10). 
Esto tendría lógica, dado que no tiene sentido frenar la traducción justamente cuando se 
necesita sintetizar proteínas. 
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Formación de puentes disulfuro 
Topológicamente el lumen del RE es equivalente al medio extracelular. Una de las 
diferencias más notables que presenta respecto del citosol es un potencial redox más oxidante, 
de forma que la oxidación de cisteínas para formar puentes disulfuro es un proceso favorable. 
Cuando una proteína ingresa al RE presenta sus cisteínas en forma reducida. Aquellas 
proteínas con más de dos cisteínas tienen la posibilidad de formar más de un puente disulfuro. 
Por ejemplo, una proteína con 8 cisteínas que dan lugar a 4 puentes disulfuro dispone de 105 
combinaciones posibles para formarlos. En este caso, si el proceso de oxidación fuera azaroso 
tendríamos que menos del 1 % de las proteínas presentarían la combinación adecuada de 
puentes disulfuro. De no mediar ningún mecanismo que corrija esta situación la mayor parte de 
estas moléculas serían inactivas, lo cual implicaría un derroche enorme de energía. En la 
evolución han surgido una familia de enzimas denominadas proteína disulfuro isomerasas 
(PDI) encargadas de resolver este problema (11).  
Las PDIs poseen en su secuencia al menos un dominio homólogo a la tioredoxina, el 
cual presentan el motivo conservado  C-X-Y-C (12). Una de estas cisteínas se encuentra oculta 
en el interior de la proteína y se la denomina "resolutiva", mientras que la otra está expuesta en 
la superficie. Estos residuos pueden formar un puente disulfuro entre sí, o alternativamente la 
cisteína expuesta puede formar un puente disulfuro  mixto con otra proteína. Por ejemplo la PDI 
de Saccharomices cerivisiae tiene cuatro dominios homólogos a tioredoxina en el orden a-b-b´-
a´ (Fig. 4). Los dominios a y a´ presentan el motivo CGHC y son activos, mientras que los 
dominio b y b´ no tienen este motivo.  
   
  
 Figura 4. Estructura cristalográfica de la proteína disulfuro isomerasa de S. cerevisiae (PDB: 
3BOA). Izquierda: detalle del dominio a en donde se muestran las cisteínas del sitio activo. 
  
Las PDIs presentan actividad de oxidoreductasa y de disulfuro isomerasa (Fig. 5). 
Mediante la primera actividad generan los puentes disulfuro. En este proceso la PDI en forma 
oxidada se reduce al formar un puente disulfuro mixto con una cisteína del sustrato. Este 
puente se abre en un paso subsiguiente mediante la formación de un puente disulfuro interno 
del sustrato, quedando la PDI en forma reducida. El resultado de este proceso es la 
transferencia de un puente disulfuro desde la PDI al sustrato. La PDI reducida es vuelta a 
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oxidarse mediante un sistema de reciclado en donde el último componente es una enzima 
denominada Ero1p, la cual transfiere los electrones al oxígeno. Alternativamente aquellos 
sustratos que ya formaron puentes disulfuro pueden ser reducidos por la PDI para generar un 
complejo covalente, el cual es resuelto por algún otro residuo de cisteína del sustrato que no 
formaba parte del puente original. El resultado de este proceso de reducción y posterior 
oxidación es la isomerización de los puentes disulfuro dentro del sustrato.  
  
 
 Figura 5. Actividades de las PDIs. 
  
Desconocemos si las PDIs "saben" cuando el sustrato formó los puentes disulfuros 
correctos y por ende deben frenar su actividad. Aparentemente existe un juego entre 
estabilidad y cinética, en donde los puentes disulfuro "nativos" serían menos susceptibles a ser 
reducidos por las PDIs. En el retículo de una célula eucarionte hay al menos unas 18 PDIs 
diferentes. En algunos casos se ha podido identificar que ciertas PDI presentan especificidad 
por algunos sustratos, por ejemplo la ERp57 es una PDI dedicada a la isomerización de 
puentes disulfuro de glicoproteínas solubles (13). Sin embargo, todavía estamos lejos de 
comprender la gran complejidad de este sistema. 
  
N-Glicosilación 
La N-glicosilación es una modificación en donde el oligosacárido GlcNAc2Man9Glc3 se 
une covalentemente a un residuo de asparagina mediante una unión N-glicosídica (Fig. 6). 
Casi todos los eucariontes transfieren este oligosacárido, con la excepción de algunos 
tripanosomástidos que transfieren GlcNAc2Man9. El residuo de asparagina modificado forma 
parte del secuón2 Asn-X-Ser/Thr, en donde X puede ser cualquier residuo excepto prolina. 
Asimismo existen casos en donde la secuencia Ans-X-Cys puede ser empleada.  
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Figura 6. Estructura del oligosacárido transferido en el RE y sitios de corte de las enzimas 
encargadas del procesamiento inicial 
  
El oligosacárido es transferido en bloque desde dolicol-pirofosfato por un complejo 
llamado oligosacariltransferasa (OST), el cual en vertebrados está compuesto por ocho 
subunidades diferentes (OST1, OST2, OST3, OST4, OST5, STT3, Swp1 y Wbp1) (14). STT3 
es la subunidad catalítica, y es la única subunidad presente en giardia y en los kinetoplástidos 
(Fig. 7). No es claro el rol de las demás subunidades, aunque se supone que regulan la 
especificidad de la transferencia (15). Este complejo se encuentra asociado al translocón, de 
forma que la glicosilación tiene lugar cotraduccionalmente. La presencia de un sitio de 
glicosilación no garantiza que el mismo vaya a ser modificado y cerca del 85 % de los sitios 
posibles son utilizados. En este sentido, se ha observado que la tendencia local a formar 
estructuras secundarias puede modular la eficiencia de la OST. Dado que aproximadamente un 
tercio de las proteínas de un eucarionte ingresan a la vía secretoria, tenemos que cerca de un 
cuarto de las proteínas totales son N-glicosiladas, siendo la modificación postraduccional más 
frecuente (16).  
  
2Secuón: secuencia conservada de aminoácidos que es modificada químicamente. 
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 Figura 7. Subunidades de la OST presentes en los diversos eucariontes 
  
Si bien inicialmente se postuló que la N-glicosilación ocurre siempre 
cotraduccionalmente, evidencia reciente indica que algunas proteínas pueden ser glicosiladas 
luego de haber finalizado su síntesis. Llamativamente en vertebrados, plantas e insectos 
existen dos isoformas de la subunidad catalítica de la OST (STT3A y STT3B). Actualmente se 
postula que la STT3A estaría dedicada a la N-glicosilación cotraduccional, mientras que la 
STT3B sería responsable de la N-glicosilación postraduccional (17). Desconocemos la 
relevancia biológica de estas observaciones, sin embargo la existencia de dos isoformas de 
STT3 sería una forma de asegurarse una mayor ocupación de los secuones de glicosilación. 
  
Funciones de los N-Glicanos 
La N-glicosilación cumple diversos roles (18). Por un lado, los glicanos son 
componentes esenciales en procesos de reconocimiento célula-célula y célula-matriz, 
modulando fenómenos de adhesión, secreción y diferenciación. La gran variedad estructural 
que pueden presentar los azúcares y la posibilidad modificar el perfil químico de un glicano a 
los largo de la vida celular las convierten en moléculas ideales para modular estos procesos. 
Sin embargo, estas funciones, que podríamos llamar "fisiológicas", están superpuestas con 
efectos directos que ejercen sobre la estructura de las glicoproteínas. Los glicanos son 
moléculas hidrofílicas de gran tamaño que pueden modular el plegamiento y la estabilidad de 
las proteínas que modifican. Un glicano de alta manosa pesa unos 2000 Da, mientras que uno 
tetrantenario polisialilado puede pesar unos 5000 Da. Claramente es una modificación química 
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bastante más notoria que muchas de las modificaciones postraduccionales más comunes 
(fosforilación, acetilación, metilación, etc.). En cuanto a la modulación de la estabilidad proteica 
los efectos son variados (19). En muchos casos la presencia de un N-glicano aumenta la 
estabilidad térmica de una proteína y disminuye la susceptibilidad a proteasas. Sin embargo, en 
otros tantos casos la estabilidad de una glicoproteínas no se ve afectada luego de 
desglicosilarla. Por otra parte, en general los glicanos disminuyen la tendencia a formar 
agregados proteicos, aumentado marcadamente la reversibilidad de los procesos de 
desnaturalización. Este puede adscribirse a un efecto de "protección hidrofílica", en donde el 
glicano cubre la superficie proteica previniendo las interacciones inespecíficas, comportándose 
como si fueran chaperonas químicas. A nivel de la estructura local, la presencia de un glicano 
favorece la formación de giros en la cadena polipeptídica (20), y muy comúnmente se los 
encuentra en este tipo de estructuras. Finalmente, algunos glicanos pueden no tener efectos 
una vez que la proteína adquirió su estructura nativa pero son necesarios para asistir en su 
maduración conformacional en el RE. Esta gran variedad de funciones dificulta la asignación de 
un rol específico a un dado glicano. La ausencia de actividad biológica al eliminarse un glicano 
puede deberse a que forma parte del sitio de unión para un ligando, o a que es necesario para 
el correcto plegado, sin ser estas posibilidades mutuamente excluyentes. Para el caso de 
glicoproteínas que presentan más de un glicano, hay ejemplos en los cuales algunos son 
necesarios para procesos de reconocimiento mientras que otros los son para el plegamiento. 
  
Síntesis del Dolicol-Oligosacárido 
La biosíntesis de dolicol-P-P-GlNAc2Man9Glc3 ocurre sobre ambos lados de la 
membrana del RE (Fig. 8). El primer paso es la generación de dolicol-P-P-GlcNAc sobre el lado 
citosólico, el cual se sintetiza a partir de dolicol-fosfato y UDP-GlcNAc. A continuación se 
incorpora el segundo residuo de azúcar, el cual también proviene de UDP-GlcNAc. Los cinco 
residuos siguientes de manosa también se incorporan de lado citosólico, usando GDP-Man 
como dador. Luego el intermediario dolicol-P-P-GlcNAc2Man5 se transloca hacia el lado del 
lumen del RE en un proceso denominado flipping. Allí se incorporan los demás residuos de 
manosa y glucosa a partir de dolicol-P-manosa y dolicol-P-glucosa, respectivamente. Estos 
precursores son sintetizados sobre la hemicapa lumenal de la membrana a partir de dolicol-
fosfato, UDP-Glc y GDP-Man. No son claras las razones para esta peculiar distribución entre 
las hemicapas de la membrana. Se conocen todas las enzimas de esta vía con la excepción de 
la encargada de la translocación del dolicol-P-P-GlcNAc2Man5, denominada "flipasa". En 
levaduras es posible eliminar algunos de los genes de esta vía, de forma de modificar a 
voluntad el oligosacárido transferido. Por ejemplo, la eliminación del gen alg5 provoca la 
transferencia de GlcNAc2Man9, a las glicoproteínas nacientes, aunque con menor eficiencia. Si 
bien en la mayor parte de los organismos la N-glicosilación se inicia con la transferencia del 
oligosacárido GlcNAc2Man9Glc3, en algunos se transfieren versiones más abreviadas del 
mismo. Por ejemplo T. cruzi, al carecer de la enzima que sintetiza dolicol-P-Glc, transfiere 
GlcNAc2Man9. 
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Figura 8. (A) Estructura del dolicol fosfato. (B) Biosíntesis del dolicol-P-P-GlcNAc2Man9Glc3. 
  
Procesamiento de los N-Glicanos 
La N-glicosilación se inicia con la transferencia del mismo oligosacárido para todas las 
glicoproteínas. Asimismo, el procesamiento inicial que sufre en el RE es común para todas 
(Fig. 9). Después de la transferencia, las enzimas glucosidasa I (GI) y glucosidasa II (GII) 
eliminan los residuos de glucosa. Estas enzimas se encuentran en el RE, la primera unida a la 
membrana y la segunda soluble en el lumen. Asimismo es común que mientras la 
glicoproteínas está en el retículo se pierda la manosa externa de la rama B, reacción catalizada 
por la alfa manosidasa I del RE (Man I). 
  
 
 Figura 9. Procesamiento inicial de los N-glicanos en el RE. 
  
La uniformidad en este procesamiento inicial contrasta con la gran diversidad 
estructural de los N-glicanos presentes en las glicoproteínas maduras. Se pueden encontrar 
diversos tipos de N-glicanos (alta manosa, híbridos y complejos), los cuales pueden presentar 
otros residuos distintos de los transferidos originalmente (fucosa, ácido siálico, galactosa, 
xilosa, etc.). Hay que resaltar que mientras tres aminoácidos idénticos pueden formar un único 
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péptido posible, tres hexosas iguales se pueden combinar de 176 formas diferentes. La gran 
diversidad de los glicanos maduros es consecuencia de la actividad de diversas glicosidasas y 
glicosiltransferasas localizadas principalmente en el aparato de Golgi (Fig. 10). 
  
 
Figura 10. Procesamiento de los N-glicanos en el Golgi. Las flechas rojas indican sitios en 
donde se pueden adicionar nuevos residuos. 
  
Los N-glicanos maduros preservan el "core glycan" (GlcNAc2Man3), el cual está 
compuesto por los cinco primeros residuos presentes en el glicano transferido inicialmente. En 
los distintos taxones existen vías predominantes para la maduración de los N-glicanos. Por 
ejemplo, en levaduras los más común es la adición de varios residuos de manosa, mientras los 
insectos usualmente presentan el "core glycan" modificado con fucosa, sin mostrar una mayor 
elongación de las ramas externas (Fig. 11). 
  
 
Figura 11. Algunos de los glicanos que se encuentran frecuentemente en diferentes taxones. 
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Como vimos, luego de la transferencia el glicano es procesado hasta llegar al "core 
glycan". Sin embargo, para la síntesis de GlcNAc2Man9Glc3 se emplean una gran cantidad de 
precursores de alta energía. Surgen las siguientes preguntas: ¿Por qué transferir un 
compuesto que a continuación va a ser degradado? ¿No sería más conveniente 
transferir únicamente el "core glycan" y a partir de allí construir el resto del glicano? 
Responder estas preguntas tomó más de veinte años de trabajo. Hoy sabemos que los N-
glicanos son utilizados durante la biosíntesis y plegamiento de proteínas en el RE como un 
sistema que codifica información acerca de su estado conformacional. Puesto que durante su 
plegamiento las proteínas deben enfrentar problemas similares, independientemente de su 
función biológica, las células aprovechan un sistema común basado N-glicanos para lograrlo. 
  
La reglucosilación de proteínas  
Una observación inicial que sugirió funciones tempranas de la N-glicosilación fue la 
detección en T. cruzi del oligosacárido GlcNAc2Man9Glc (21). En la mayor parte de los 
organismos la presencia de este compuesto se explica por la deglucosilación parcial del 
oligosacárido trasferido, sin embargo como T. cruzi transfiere GlcNAc2Man9, la presencia de 
glicanos monoglucosilados sólo puede explicarse por una adición de glucosa posterior a la 
glicosilación inicial (22). Este residuo de glucosa está presente mientras las glicoproteínas se 
encuentran en el RE, y generalmente no se lo detecta una vez que arribaron a su destino final. 
Este hallazgo incentivó la búsqueda de esta reacción en otros organismos, encontrándose 
conservada en prácticamente todos los eucariontes con la excepción de S. cerevisiae. La 
glucosa que se agrega es la última que fue removida por la GII. Asimismo, esta reacción puede 
darse sobre glicanos que han perdido una o dos manosas, aunque con menor eficiencia. Por lo 
tanto en el esquema del procesamiento inicial de los N-glicanos debemos incluir esta nueva 
reacción (Fig. 12). 
 
Figura 12. Procesamiento de los N-glicanos en el Golgi. 
 
La enzima responsable de la reglucosilación se denomina UPD-Glc:glicoproteína 
glucosiltransferasa (GT o UGGT). Esta enzima utiliza como aceptor a una glicoproteína 
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conteniendo oligosacáridos de alta manosa (GlcNAc2Man9, GlcNAc2Man8 y GlcNAc2Man7) y 
como dador de glucosa al UDP-Glc. En su extremo C-terminal presenta una secuencia KDEL 
de retención, siendo la única glicosiltransferasa soluble en el lumen del RE (23). Los productos 
de la reacción catalizada por la GT son la proteína glucosilada y UDP. En los primeros intentos 
para purificar esta enzima se probó como sustrato aceptor a la tiroglobulina bovina y como 
dador al UDP-[14C]-Glc. En teoría, luego de incubar los microsomas con esta mezcla y de 
precipitar la tiroglobulina con ácido tricloroacético se podría medir la cantidad de glucosa 
incorporada mediante la radioactividad asociada al precipitado. Si bien en estas condiciones es 
posible medir la reacción, la actividad enzimática que se obtiene es bastante pobre. Por este 
motivo la purificación de la GT estuvo frenada durante varios años. Eventualmente se pensó 
que la tiroglobulina no era un buen aceptor porque sus N-glicanos podrían estar ocultos, siendo 
inaccesibles a la enzima. Por este motivo se probó desnaturalizarla previamente con urea y 
calor. Al usar este nuevo sustrato se encontró que la reacción era unos dos órdenes de 
magnitud más rápida que la medida con el aceptor en condiciones nativas. Este nuevo ensayo 
sirvió como base para purificar la GT, y luego de secuenciar su extremo amino terminal se la 
pudo clonar. Si la teoría de la baja exposición de los glicanos en la tiroglobulina nativa fuera 
correcta, un oligosacárido de alta manosa debería se un aceptor óptimo. Contrariamente a lo 
esperado, estos oligosacáridos son aceptores bastante pobres. Estas observaciones muestran 
que la GT reconoce los glicanos de alta manosa que están unidos a proteínas 
desnaturalizadas, mientras que cuando las mismas se encuentran en forma nativa son 
sustratos pobres. Una observación similar se realizó con diversas glicoproteínas, de forma que 
la GT reconocería algún aspecto común a las glicoproteínas desplegadas (¿Mayor movilidad 
de la cadena peptídica? ¿Exposición de residuos hidrofóbicos?). 
  
La serendipia en el descubrimiento científico 
 
Serendipia (del inglés serendipity): hallazgo científico afortunado e inesperado que se realiza 
de forma casual. Fue acuñado por el escritor inglés Horace Walpole en 1754 a partir de un 
cuento persa del siglo XVIII llamado «Los tres príncipes de Serendip», en donde los 
protagonistas, unos príncipes de la isla Serendip (nombre árabe para Sri Lanka), resolvía sus 
problemas a través de increíbles casualidades. 
El descubrimiento de la reglucosilación ocurrió gracias a dos hechos fortuitos, el 
sistema biológico utilizado (T. cruzi) y la forma de marcación ([14C]-Glc). Solamente en un 
kinetoplástido es posible detectar esta reacción, porque estos organismos transfieren glicanos 
desprovistos de residuos de glucosa. Sin embargo con esto no alcanza. Usualmente para 
marcar oligosacáridos se emplea [3H]-Man, dado que por su mayor radioactividad específica es 
más barato que el [14C]-Glc. De haberse utilizado manosa tritiada hubiera sido imposible 
detectar los derivados monoglucosilados. Esto se debe a que el análisis de glicanos se realiza 
mediante cromatografía en papel, en donde los oligosacáridos se detectan por su 
radioactividad (también se puede usar HPLC). En las marcaciones con [3H]-Man los picos 
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principales que se detectan son GlcNAc2Man9, GlcNAc2Man8 y GlcNAc2Man7, mientras que sus 
derivados monoglucosilados son de muy difícil detección. En cambio, cuando se marca con 
[14C]-Glc, aunque eventualmente todos los azúcares terminan marcados, en tiempos cortos de 
incubación lo primero que se marca son los oligosacáridos monoglucosilados, permitiendo así 
su detección. Si bien la marcación con [14C]-Glc es bastante más cara, gracias a la ineficiencia 
de la Aduana a mediados de los años 70 no era conveniente marcar con [3H]-Man. Resulta que 
la alta actividad específica de este compuesto hace que sufra un proceso de auto degradación 
denominada radiólisis y por ello no es posible almacenarlo por mucho tiempo. Este problema 
no se da con el [14C]-Glc. Cuando llegaban los envíos del exterior era frecuente que fueran 
retenidos en la Aduana durante meses por trabas burocráticas de lo más variadas, de forma 
que cuando la [3H]-Man finalmente llegaba al laboratorio era inservible. Este es un buen 
ejemplo en donde la ineficiencia burocrática adelantó el progreso de la ciencia (no conozco 
ningún otro). 
  
Control de calidad de plegamiento 
En paralelo al descubrimiento de la GT se purificó una proteína con actividad de lectina 
por oligosacáridos monoglucosilados. Inicialmente esta lectina fue aislada por su capacidad 
para unir calcio, y dada su localización en el RE se la denominó calreticulina (CRT) (24, 25). Al 
poco tiempo se aisló una proteína paráloga a CRT, la cual está anclada a la membrana del RE 
y que fue bautizada como calnexina (CNX). Asimismo, desde hacía tiempo se conocía la GII, 
enzima que revierte la actividad de GT, pero que a diferencia de GT su actividad no es 
afectada por el estado conformacional de sus sustratos. Por lo tanto a principios de los años 90 
se conocían los siguientes componentes: 
• CRT y CNX: lectinas residentes del RE que unen glicanos monoglucosilados de alta manosa 
• GT: enzima que glucosila glicoproteínas de alta manosa en conformaciones no nativas. 
• GII: enzima que hidroliza la glucosa de glicoproteínas monoglucosiladas independientemente 
de su estado conformacional. 
 
En el año 1994 fue publicado un trabajo que cambió la visión del plegamiento de 
proteínas en el RE (26). En este artículo se combinaron estos componentes en un mecanismo 
denominado control de calidad de plegamiento de glicoproteínas (QC). En este ciclo las 
proteínas ingresan al RE, son glicosiladas con GlcNAc2Man9Glc3 y a continuación se remueven 
las dos glucosas terminales, generando GlcNAc2Man9Glc (Fig. 13). En esta etapa la 
glicoproteínas son unidas por CRT y/o CNX, reteniéndolas en el RE. Eventualmente el último 
residuo de Glc es removido por la GII, y las glicoproteínas se disocian de las lectinas. En esta 
instancia, si la glicoproteína adquirió se estructura nativa podrá seguir su camino por la vía 
secretoria. Por el contrario, de no haberse plegado correctamente será reconocida por la GT, 
quien vuelve a añadir el último residuo de glucosa y regenera el complejo con las lectinas. De 
esta forma las proteínas que no terminaron de plegarse son retenidas en el RE. Prácticamente 
todas las glicoproteínas son sometidas a este control de calidad, el cual aumenta la eficiencia 
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del plegamiento al otorgarle a las proteínas más oportunidades para plegarse correctamente. 
En general las chaperonas se unen a proteínas desplegadas en un ciclo acoplado a la hidrólisis 
de ATP. En el fondo el ciclo de CRT/CNX hace algo similar, en donde el papel del ATP es 
reemplazado por UDP-Glc. Este ciclo puede visualizarse como una chaperona clásica en 
donde las funciones de reconocimiento de defectos estructurales (GT),  unión de proteínas mal 
plegadas (CRT/CNX) e hidrólisis de UDP-Glc (GT y GII) fueron distribuidos entre varias 
proteínas. El QC no sólo supervisa la adquisición de la estructura terciaria, sino que también 
opera durante el ensamblado de oligómeros. Se ha demostrado, por ejemplo para el receptor 
de linfocitos T, que las subunidades del oligómero son retenidas en el RE hasta que se 
completa su ensamblado (27). Y de hecho se ha visto en experimentos libres de células que la 
GT puede  reconocer subunidades "huérfanas" (ver abajo). 
Como todo control de calidad, este sistema puede presentar dos posibles fallas: por 
defecto y por exceso. En el primer caso, proteínas que presentan errores en su conformación 
evaden el QC. Esto puede tener consecuencias desastrosas porque estas proteínas pueden 
generar agregados tóxicos. Por el contrario, un exceso de celo del sistema podría retener en el 
RE proteínas biológicamente activas. Existen ejemplos para ambos casos. El caso de la 
fibrosis quística es muy ilustrativo. Esta enfermedad se origina por la ausencia (o deficiencia) 
de una proteína de la membrana plasmática que funciona como canal de cloruro denominada 
CFTR, siendo la enfermedad genética de mayor incidencia en caucásicos (28). Las personas 
afectadas tienen mutaciones en el gen de CTR que imposibilitan su salida del RE, siendo la 
más común la ausencia de un residuo de fenilalanina en la posición 508 (∆F508). Estas 
proteínas mutantes poseerían actividad  biológica si arribaran a la membrana plasmática, sin 
embargo nunca llegan a su destino final porque son retenidas en el RE por el QC. De hecho la 
variante silvestre del CFTR presenta una eficiencia de maduración muy baja, y sólo el 10 % de 
la proteína sintetizada llega a su destino final. Para tratar este tipo de patologías se está 
explorando la posibilidad de modular al sistema de QC de forma de hacerlo menos eficiente 
para algunos sustratos (por ejemplo estabilizando el CFTR). En el fondo estos problemas 
surgen porque unos de los principales dilemas del QC es distinguir las proteínas que están en 
proceso de plegarse correctamente de aquellas que presentan fallas irreversibles, siendo 
necesario un delicado equilibrio entre la maquinaria de plegado y la encargada de degradar 
proteínas. 
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Figura 13. Rol de los N-glicanos en la vía secretoria. (1) Transferencia inicial de N-glicano. (2) 
Corte de las dos glucosas externas por GI y GII. (3) Unión de los intermediarios 
monoglucosilados a CRT/CNX. (4 y 5) Reglucosilación por la GT de las proteínas mal plegadas 
y generación de UDP. (6) Ingreso de UDP-Glc al lumen del RE. (7) Hidrólisis de la última 
glucosa por la GII. (8) Exportación de proteínas del RE. (9) Degradación de proteínas mal 
plegadas por el ERAD. (10) Exportación de glicoproteínas hacia el ERGIC por ERGIC-53. (11) 
Retorno de glicoproteínas desde el ERGIC por VIP36. (12) Generación de Man-6-P en el Golgi. 
(13) Redireccionamiento de proteínas hacia el lisosoma. 
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Estructura de CRT y CNX 
CRT y CNX tienen una identidad de secuencia cercana al 40 % y presentan una 
estructura muy similar. La principal diferencia es la presencia en CNX de un segmento 
hidrofóbico cerca del extremo carboxilo terminal que la ancla a la membrana del RE. Ambas 
proteínas presentan un dominio globular sobre el extremo amino terminal formado por dos 
hojas beta antiparalelas (dominio N). En este dominio, que es muy similar a las lectinas de 
plantas leguminosas, reside el sitio de unión para oligosacáridos monoglucosilados. Una  
característica única de estas lectinas es la presencia de un dominio alargado protruyente, muy 
rico en residuos de prolina (dominio P). Si bien la actividad de lectina no depende de la 
presencia del dominio P, se ha demostrado que mejora su actividad como chaperona. A partir 
de experimentos de difracción de rayos X se resolvió la estructura de la zona lumenal de CNX 
(dominio P más dominio N), y mediante resonancia magnética nuclear conocemos la estructura 
del dominio P de CRT (Fig. 14) (29). También contamos con fotografías de microscopía 
electrónica de CRT en donde se observa un dominio globular (dominio N) unido a una zona 
elongada de gran flexibilidad (dominio P) (30). No disponemos de la estructura del complejo 
entre las lectinas y sus ligandos, aunque la estructura cristalográfica de CNX sugiere posible un 
mecanismo de unión.  
  
Figura 14. (A) Distribución de dominios de CRT. (B) Estructura del dominio lumenal de CNX 
(código PDB: 1JHN). 
  
La gran flexibilidad del dominio P en principio podría haber evitado la obtención de 
cristales con la calidad necesaria para la difracción de rayos X. Sin embargo la estructura de 
esta proteína muestra el dominio P en una conformación definida. Esto se comprende al 
observar las proteínas vecinas en el cristal, en donde el dominio P rodea al dominio N de una 
proteína contigua (Fig. 15). 
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 Figura 15. Estructura del dominio lumenal de CNX en donde se muestra la proteína más 
cercana la celda cristalina (PDB: 1JHN). 
 
Posiblemente mientras una glicoproteína se une al dominio N a través de su glicano, el 
dominio P "abrazaría" a su porción peptídica. Este complejo protegería al sustrato de 
interacciones no deseadas, previniendo su agregación. Si bien no sabemos qué grado de 
desplegado presenta un sustrato cuando se une a CRT o CNX, evidencia obtenida in vivo 
sugiere que se unen a intermediarios avanzados de plegamiento, posiblemente como 
consecuencia de la mayor actividad de GT para con este tipo de estructuras (ver abajo). Por 
otra parte, la punta del dominio P interacciona con ERp57, una PDI que presenta cierta 
especificidad por glicoproteínas. De esta forma mientras la glicoproteína se mantiene unida a 
CRT/CNX, ERp57 ayuda en la formación de los puentes disulfuro nativos. Una comparación de 
la distribución de dominios entre la PDI clásica y ERp57 es reveladora. Ambas proteínas 
poseen cuatro dominios homólogos a tioredoxina (a-b-b´-a´), de los cuales sólo los dominios a 
y a´ presentan el sitio activo para la isomerización. En la PDI los dominios b y b´ están 
dedicados a unir al sustrato, mientras que en ERp57 estos dominios se unen a la punta del 
dominio P. De esta forma la presentación de los sustratos a ERp57 estaría a cargo de CRT y 
CNX, explicando su mayor selectividad por glicoproteínas. 
  
Reconocimiento por GT 
De los cuatro componentes del QC, el único sensible al estado conformacional de los 
sustratos es la GT. Esta proteína está presente en prácticamente todas las células eucariontes 
(con la notable excepción de S. cerevisiae) y su tamaño ronda los 160-170 kDa. Está 
conformada como mínimo por dos dominios. El dominio carboxilo terminal está conservado, 
comprende cerca del 20 % de la secuencia, une UDP-Glc y allí se localiza el sitio activo de la 
enzima. El dominio N terminal abarca el resto de la proteína, presenta una gran variedad de 
secuencia y se supone que es el encargado de reconocer al polipéptido mal plegado. Proteínas 
quiméricas construidas con dominios N y C de especies diferentes poseen actividad biológica. 
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Llamativamente en algunas especies existe un segundo gen con alta homología con GT. En 
humanos los genes para GT se llaman huggt1 y huggt2, y si bien ambos se expresan sólo el 
primero posee actividad biológica.  
Experimentos preliminares revelaron que la GT presenta una preferencia por proteínas 
desplegadas (31). Recientemente se pudo demostrar que dentro de la miríada de las posibles 
conformaciones que puede adoptar una proteína mal plegada, la GT prefiere a aquellas que 
son más compactas y que exponen parches hidrofóbicos. Esto se vio utilizando una familia de 
proteínas derivadas del inhibidor de quimiotripsina 2 que presenta cortes progresivos en su 
extremo C-terminal (32, 33). La capacidad de esta familia como sustrato de GT es muy similar 
a su habilidad para unir el ácido anilino naftalensulfónico (ANS). Este compuesto fluorescente 
se une a parches hidrofóbicos expuestos, siendo muy útil para detectar intermediarios 
colapsados de plegamiento. Asimismo, usando como sustrato la aglutinina de soja (SBA) se 
pudo demostrar que la GT puede reconocer oligómeros desensamblados (34). La SBA es un 
homotetrámero que puede desensamblarse en monómeros al incubarse con concentraciones 
bajas de urea.  Al disociar la SBA la actividad de GT aumenta de forma paralela a la fracción 
molar de monómero. De forma similar a lo observado con el CI2, existe aquí una excelente 
correlación entre unión de ANS y reconocimiento por GT. En este caso el ANS se une a un 
parche hidrofóbico que se encuentra oculto en la superficie de contacto entre las subunidades 
del tetrámero, el cual se expone cuando se lo disocia. Estos experimentos fueron hechos en 
sistemas libres de células y ambos sugieren que la GT participaría durante las etapas 
avanzadas del plegamiento. Esto se ha podido confirmar en células de T. cruzi siguiendo como 
sustrato modelo la cruzipaína, una abundante proteasa lisosomal (35). Al estudiarse el estado 
de plegamiento de la cruzipaína se ve que cuando se encuentra asociada a CRT tiene 
formados gran parte de sus puentes disulfuro. Como en este sistema biológico la única forma 
que tienen las glicoproteínas de asociarse a CRT es a través de la actividad de GT, estas 
observaciones sugieren que la enzima reconoció a la cruzipaína en etapas avanzadas de su 
maduración conformacional. No existe información estructural de la GT, y por lo tanto 
desconocemos cómo hace para reconocer a sus sustratos. 
  
Los N-Glicanos más allá del RE 
El movimiento de glicoproteínas entre el RE y ERGIC (compartimiento intermedio entre 
el RE y el Golgi) está mediado en varios casos por receptores con actividad de lectina. Existen 
al menos dos lectinas que ciclan permanentemente entre ambos compartimentos, ERGIC-53 y 
VIP36. Estas lectinas presentan un corto segmento del lado citosólico con la secuencia KKFF 
(ERGIC-53) y KRFY (VIP36) responsable de este movimiento (36). Ambas lectinas tienen 
afinidad por glicanos de alta manosa. ERGIC-53 participa en la salida del RE de los factores de 
coagulación V y VIII, y de hecho ciertos tipos de hemofilia se deben a mutaciones en esta 
lectina. Asimismo la salida de algunas proteasas lisosomales (catepsinas Z y C) también está 
mediada por ERGIC-53. La actividad de lectina de ERGIC-53 es dependiente del calcio y es 
óptima a pH 7.4, las condiciones del lumen del RE. Por este motivo la unión de los ligandos a 
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ERGIC-53 se ve favorecida en el RE. Cuando el complejo llega al ERGIC encuentra un pH 
ligeramente menor y con una menor concentración de calcio, lo cual gatilla  su disociación. La 
dependencia con el pH de la actividad de VIP36 inversa, y se presume que su función sería 
llevar de vuelta a algunas glicoproteínas al ER, posiblemente a aquellas que aún no finalizaron 
su plegamiento y que escaparon del QC (37). No se sabe si VIP36 presenta mayor afinidad por 
glicoproteínas mal plegadas. En el aparato de GOLGI existe una bifurcación en la vía 
secretoria, en donde se dividen las proteínas que van a los lisosomas de aquellas que terminan 
en la membrana plasmática o son secretadas. Aquí también los glicanos cumplen un papel 
fundamental. Las manosas de las  glicoproteínas lisosomales son modificadas con un fosfato 
en la posición 6, el cual sirve como señal de reconocimiento para receptores específicos (MPR) 
que las conduce a los lisosomas. Estos sistemas muestran que los glicanos son utilizados en 
varias instancias decisivas a lo largo de la vía secretoria. 
  
Perspectivas 
Existen muchas preguntas abiertas acerca de las funciones biológicas de los glicanos. 
No comprendemos el papel que cumplen durante el reconocimiento de las proteínas que van a 
ser sustratos del ERAD. Si bien la pérdida de manosas cumple un rol fundamental, no sabemos 
cómo el sistema distingue entre las proteínas que están en un camino productivo de 
plegamiento de aquellas irreversiblemente mal plegadas. Aparentemente la baja actividad de la 
manosidasa del RE les daría tiempo a las glicoproteínas para plegarse, funcionando como una 
especie de temporizador. Por otra parte, las glicoproteínas sustratos del ERAD son 
demanosiladas hasta GlcNAc2Man5, y recién entonces pueden ser retrotranslocadas al citosol. 
En principio debería existir alguna flipasa que permita el pasaje del glicano a través de la 
membrana, y dado que en la vía biosintética del dolicol-P-P-oligosacárido el paso de "flipping" 
sucede cuando el glicano intermediario presenta la misma estructura es tentador pensar que la 
misma proteína se encargaría de ambos procesos. Por otro lado, recién ahora comenzamos a 
comprender la compleja regulación de la actividad de la oligosacariltransferasa. Variaciones en 
los patrones de expresión de las subunidades catalíticas de este complejo (STT3A y STT3B) 
podría afectar el nivel de glicosilación de ciertas hormonas proteicas, añadiendo un nuevo nivel 
de regulación de su actividad biológica. Por último, si bien la glicosilación de proteínas hasta 
hace poco se suponía circunscripta a la vía secretoria, hoy sabemos que muchas proteínas 
citosólicas pueden ser O-glicosiladas por GlcNAc, modulando diversos procesos de 
señalización celular. En definitiva, la glicosilación de proteínas pasó de ser una curiosidad 
bioquímica a jugar un papel clave en diversos procesos de reconocimiento celular y 
maduración conformacional de las glicoproteínas.  
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RESUMEN 
El desarrollo de un biotratamiento eficiente para efluentes con contenido en metales, requiere 
del conocimiento de las interacciones metal-microorganismos, microorganismo-superficies y 
metal-componentes del efluente, de manera de efectuar un aprovechamiento máximo de la 
capacidad retentiva o biotransformadora bacteriana. Para la puesta a punto e implementación 
de sistemas de tratamiento biológico de efluentes industriales con contenidos de Cd(II), Zn(II) y 
Cr(VI) es indispensable, en un primer paso, de un diseño y funcionamiento de biorreactores en 
escala laboratorio. De esta manera estamos desarrollando métodos de remediación de 
efluentes industriales, con particular interés en los efluentes de procesos de galvanoplastía. 
Para cumplir el objetivo principal del proyecto de investigación en curso estudiamos: a) la 
biosorción y/o biotransformación de metales mediada por bacterias aisladas de ecosistemas 
contaminados sumado a modificaciones de la movilidad bacteriana en presencia de metales; b) 
la capacidad de adhesión microbiana a diferentes matrices formando películas; c) el 
comportamiento de la comunidad microbiana y d) la capacidad de complejamiento de los 
componentes del medio con el metal. 
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ABSTRACT 
For the development of a successful biotreatment for wastewaters containing metals, studies on 
metal-microbes, microbe-surfaces and metal-environment interactions are required. The correct 
design of bioreactors for electroplating wastes at laboratory scale is the first step of our 
research project. In order to fulfil our general aim, several aspects should be studied: a) Cd(II) 
and Zn(II) biosorption and Cr(VI) biotransformation performed by indigenous bacteria; b) metal 
influence on bacterial motility; c) bacterial capacity of biofilm development and microbial 
community behaviour and d) complexing capacity of environment components with Cd(II) and 
Zn(II). 
  
Keywords: bioremediation, metals, biosorption, biotransformation, chemotaxis, complexing 
capacity. 
  
 
INTRODUCCIÓN 
La contaminación de los suelos y de las aguas subterráneas y superficiales se origina 
en prácticamente cualquier actividad humana económica o culturalmente importante. La 
remediación definitiva de estos sitios requiere la extracción de los contaminantes. 
Desgraciadamente, las técnicas de remediación empleadas actualmente son muy costosas y, 
en el caso particular de los suelos, suelen afectar la fertilidad y/o el uso posterior de los 
mismos, mientras que en el caso de los acuíferos y aguas superficiales, puede comprometer 
seriamente el uso de este recurso como fuente de agua para el consumo humano. 
Teniendo en cuenta a todos los metales presentes en nuestro planeta, podemos 
clasificarlos en tres grandes grupos (Duffus, 2002): 1. Esenciales para procesos biológicos y a 
su vez no tóxicos a concentraciones altas (Clase A) 2. Esenciales pero tóxicos más allá de una 
concentración límite (“Borderline”) y 3. Netamente tóxicos (Clase B). Dicha clasificación está 
basada en el comportamiento como ácido de Lewis que cada catión metálico posee, ya que de 
ello depende su tendencia hacia la formación de complejos con diferentes familias de ligandos. 
Por ejemplo el Ca y el K son metales no tóxicos, pertenecientes a la Clase A; Cr y Mn son 
metales esenciales para ciertos procesos biológicos pero más allá de una concentración límite 
ejercen cierta toxicidad debido a la capacidad de formar ciertos complejos con ligandos 
biológicos (Borderline) y por último Cd, Hg y Pb que no poseen utilidad biológica y ejercen una 
acción tóxica gracias a su alta afinidad por grupos funcionales con O, N y S (Clase B). 
Numerosos efluentes industriales presentan concentraciones relativamente altas de 
muchos metales, entre los cuales se encuentran aquellos pertenecientes tanto al grupo 2 como 
al 3. Actividades tales como procesamiento o reciclado de metales (no ferrosos) y tratamientos 
superficiales como las galvanoplastías, producen habitualmente efluentes con contenidos de 
Cd, Zn, Cu, Pb, Hg, Ni o Co. En el caso de Cr es común encontrarlo como Cr(VI) en efluentes 
relacionados con actividades como la fabricación de pigmentos y curtiembres además de los 
procesos galvánicos. Las industrias asociadas a tales actividades efectúan ciertos tratamientos 
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de efluentes basados en la precipitación química (Demir, 2007; Zoubolis, 2004). Sin embargo, 
dicha precipitación no permite la remoción de concentraciones bajas de los metales, 
generalmente complejados y en coexistencia con material orgánico (Lim, 2003, van Veen, 
2002). Generalmente los tratamientos químicos son útiles cuando las concentraciones son 
mayores a 100 mg/L, no siendo el caso de muchos de los efluentes estando o no parcialmente 
tratados. En tales situaciones es necesaria la implementación de un tratamiento biológico 
mediante el desarrollo de biorreactores acordes al metal a remover del sistema (Diels, 2003; 
Konovalova, 2003; Chirwa, 1997). La actividad industrial que utiliza metales dentro de sus 
procesos es netamente global y el cuidado en la eliminación de sus desechos es de alta 
relevancia en cualquier ámbito. La prevención de la contaminación es el primer paso hacia la 
conservación adecuada de todos los espacios de nuestro planeta, por lo que el desarrollo de 
un tratamiento biológico eficiente y accesible debería ser de interés tanto para industrias 
nacionales como extranjeras. 
            Las estrategias microbianas de supervivencia frente a metales Clase B y “borderline” se 
encuentran ampliamente estudiadas (Lovley, 2000; Valls, 2002). Aprovecharlas en beneficio del 
ambiente es una posibilidad a tener en cuenta en el momento del correcto diseño de un 
sistema de biorremediación que asegure la eficiencia del proceso (Bender, 2004; Gadd, 2000; 
Malik, 2004). 
            Cuando se trabaja con microorganismos es necesario evaluar cuál será el destino de 
los residuos biológicos del proceso involucrado. Resulta entonces imprescindible conocer la 
inocuidad desde el punto de vista sanitario y la implicancia de la liberación de dichos 
microorganismos al ambiente. Los microorganismos aislados de ecosistemas contaminados 
son supervivientes de aquellos efectos tóxicos provocados por metales mediante el 
funcionamiento de diferentes mecanismos biológicos, por lo que representan potenciales 
microremovedores siempre y cuando no posean relevancia clínica. 
La aplicación de las estrategias microbianas de detoxificación de metales como el 
cadmio, cromo, plomo, níquel, zinc y cobre forma la base del tratamiento biológico de efluentes 
industriales. Dichas estrategias se basan en la adsorción superficial microbiana del metal de 
interés (caso Cu(II), Cd(II) y Zn(II)), mecanismo denominado biosorción (Ahluwalia, 2007; 
Guibaud, 2009; Lu, 2006; Pal, 2008; Vijayaraghavan, 2005), o bien en la biotransformación del 
metal, en el caso de Cr(VI) (Konovalova, 2003; Thacker, 2007; Nkhalambayausi-Chirwa, 2001; 
Asatiani, 2005; Megharaj, 2003; Abate, 2007), mediante la cual se produce un cambio en el 
estado de oxidación del metal que favorece su precipitación posterior como material insoluble.  
En el caso de la remoción de Cu, Cd y Zn por el mecanismo de biosorción es necesario 
implementar un proceso que funcione en fase heterogénea mediante la inmovilización de 
células sobre soportes de bajo costo. Para lograr un sistema eficiente y exitoso, debería 
asegurarse la adhesión de los microorganismos a las diversas superficies utilizadas como 
soportes. Dicha adhesión no es siempre posible cuando se trabaja con células adaptadas a 
desarrollarse en suspensión, como es el caso de cepas cultivadas en un laboratorio. La 
utilización de microorganismos aislados a partir de diversos ecosistemas resulta en un 
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beneficio adicional, debido a que en sus ambientes naturales éstos ya se encuentran 
íntimamente relacionados con superficies de diferentes orígenes formando las llamadas 
biopelículas (biofilms). El empleo de microorganismos organizados en biopelículas para 
diversos procesos de biorremediación posee una serie de ventajas (Singh, 2006; 
Perumbakkam, 2006). Entre ellas podemos mencionar, por ejemplo que estos procesos a) 
permiten trabajar en fase heterogénea facilitando una circulación continua del efluente a tratar; 
b) posibilitan una mejor adaptación y supervivencia bacteriana, especialmente en situaciones 
de estrés, ya que la protección de la estructura macromolecular de la matriz mejora la eficiencia 
del proceso manteniendo intacta la actividad biológica de interés. El estudio de la formación de 
una biopelícula y sus condiciones ambientales óptimas, así como también la estructura, los 
fenómenos de quimiotaxis bacteriana (Caiazza, 2007; Kato, 2008; Pandey, 2002), transporte de 
nutrientes y solutos de interés ambiental asociados a la misma son de fundamental importancia 
a la hora de implementar procesos de tratamiento de efluentes mediante la utilización de 
reactores de lecho fijo o fluidizado. 
Los fenómenos de adhesión, agregación y biosorción dependen de las propiedades 
eléctricas de las superficies bacterianas por lo que el estudio de la movilidad electroforética es 
imprescindible para la comprensión y optimización del funcionamiento del tratamiento biológico 
a implementar (Tsuneda, 2004; Eboigbodin, 2006; Deng, 2005, Borrok, 2005, Bingol, 2005) 
En el caso de la biotransformación de Cr(VI) a Cr(III) es necesario mantener las células 
en continuo crecimiento, ya que se trata de una reducción enzimática, por lo que los reactores 
adecuados tendrían el formato de un quimiostato. El efluente liberado a partir de los mismos 
enriquecido en Cr(III) sería procesado para lograr la separación efectiva de dicho catión en el 
medio líquido,  como Cr(OH)3 utilizando agentes floculantes. 
Así como el desarrollo de un biotratamiento eficiente requiere del conocimiento de las 
interacciones metal-microorganismos, es necesario conocer en detalle las interacciones 
microorganismo-superficies y metal-componentes del efluente, de manera de efectuar un 
aprovechamiento máximo de la capacidad retentiva microbiana. Por lo tanto, con un trabajo 
interdisciplinario se busca integrar los resultados que surjan como consecuencia del mismo, lo 
que no es común encontrar en la bibliografía disponible. En el Área Química Ambiental de la 
UNGS hemos desarrollado un proyecto de investigación que actualmente se encuentra en 
curso, cuyo objetivo general es la puesta a punto e implementación de sistemas de tratamiento 
biológico de efluentes industriales con contenidos de Cd(II), Zn(II) y Cr(VI) a través del diseño y 
funcionamiento de biorreactores en escala laboratorio. De esta manera estamos desarrollando 
métodos de remediación de efluentes industriales, con particular interés en los efluentes de 
procesos de galvanoplastía. Para cumplir nuestro objetivo estudiamos: a) la biosorción y/o 
biotransformación de metales mediada por bacterias aisladas de ecosistemas contaminados 
sumado a modificaciones de la movilidad bacteriana en presencia de metales, es decir 
interacciones metal-microorganismos; b) la capacidad de adhesión microbiana a diferentes 
matrices formando películas, por lo tanto las interacciones bacteria-superficies; c) el 
comportamiento de la comunidad microbiana, es decir interacciones bacteria-bacteria y d) la 
Revista QuímicaViva - Número 2, año 8, agosto 2009 - quimicaviva@qb.fcen.uba.ar 
 111 
capacidad de complejamiento de los componentes del medio con el metal, o sea interacciones 
metal-entorno. Este proyecto es netamente interdisciplinario en donde todos los aspectos de la 
Química se hallan representados: Microbiología, Química Analítica (Electroquímica), 
Fisicoquímica, Química Orgánica y Química Biológica. La integración del conocimiento 
generado es la vía de comprensión de los fenómenos en estudio para el éxito en el 
cumplimiento de nuestro objetivo general. 
            Este trabajo resume el grado de avance alcanzado por nuestro grupo y muestra la 
evolución que hemos tenido a lo largo de estos años desde que el artículo Microorganismos y 
metales pesados: una interacción en beneficio del medio ambiente, fue publicado en esta 
revista Química Viva, Año 2 Número 3, en el año 2003. 
  
MICROORGANISMOS 
Los microorganismos con los que trabajamos son cinco cepas bacterianas, que fueron 
aisladas a partir de ecosistemas con conocidos niveles de contaminación con metales. Dichas 
bacterias poseen capacidad adsortiva para Cd(II) y Zn(II) y además capaces de reducir Cr(VI) a 
Cr(III). Estas cinco cepas fueron identificadas por secuenciación del gen del rARN 16S como 
Pseudomonas veronii 2E, Delftia acidovorans AR, Klebsiella oxytoca P2, Klebsiella 
ornithinolytica 1P y Ralstonia taiwanensis M2. 
  
INTERACCIONES METAL-BACTERIA 
Biosorción de Cd(II) y Zn(II): estudios fisicoquímicos sobre Pseudomonas veronii 2E. 
Habiendo evaluado la capacidad biosortiva de los microorganismos aislados, se 
escogió a Pseudomonas veronii 2E como objeto de estudio, debido a los mayores rendimientos 
obtenidos (Vullo, 2008) en cuanto a biosorción se refiere. Se utilizaron dos estrategias para 
estudiar la interacción metal-bacteria: a) el desarrollo de isotermas de adsorción para Cd(II), 
para Zn(II) y para mezclas de ambos y búsqueda de un modelo fisicoquímico que ajuste para la 
comprensión del fenómeno y  b)  la exploración de los cambios en la carga superficial 
bacteriana por efecto de los iones metálicos, mediante mediciones de movilidad electroforética 
en presencia de Cd(II), Zn(II) y  mezclas de ambos (Méndez, 2009). 
  
a) Isotermas de adsorción 
La construcción de isotermas de adsorción consistió en exponer suspensiones 
bacterianas, con masa celular constante, a diferentes concentraciones de Cd(II) (0 a 2 mM), 
Zn(II) (0 a 0,5 mM) y a mezclas de ambos (diferentes combinaciones con 0,5 y 0,1 mM de 
concentración total). Luego de una incubación a 32ºC durante 24 hs. se midió el metal 
remanente en los sobrenadantes por Voltametría de Preconcentración Electrolítica, luego de 
centrifugar (3.000 x g, 15 min) y filtrar las muestras (0,45 µm de diámetro de poro). El pH de las 
mezclas metal-bacteria debió mantenerse regulado ya que la adsorción es un fenómeno 
dependiente de este parámetro. En particular el pH=7,5 fue regulado con solución de HEPES 
(ácido N-[2-hidroxietil]piperazin-N'-[2-etansulfónico], pKa= 7,5) 10 mM. Al graficar q, es decir la 
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cantidad de metal retenida por g de peso seco bacteriano en función de la concentración de 
metal en equilibrio se obtiene el gráfico de la Figura 1.A. 
El valor de q se calcula como: 
q =  (Ci- Ceq) x Vt / mt 
 
 
donde Ci es la concentración inicial del metal Ceq es la concentración de metal en equilibrio, Vt 
es el volumen total de la mezcla y mt es la masa total bacteriana expresada en peso seco.  
La isoterma obtenida para Cd(II) difiere de la de Zn(II) en cuanto a la capacidad 
máxima de adsorción, es decir el valor de q al cual se llega al plateau de la curva es mucho 
mayor en el caso del cadmio.  
  
   
 Figura 1. A. Isotermas de adsorción de Pseudomonas veronii 2E para Cd(II) y Zn(II). B. 
Linealización según el modelo de Langmuir para Cd(II) y C. Linealización según el 
modelo de Freundlich para Zn(II). 
  
Para comprender el fenómeno de adsorción se estudió el ajuste de nuestro sistema 
biológico a algunos de los modelos fisicoquímicos establecidos. Se ensayaron dos modelos: 
Langmuir  y Freundlich. El modelo de Langmuir establece la existencia de una monocapa 
superficial adsorbente saturable. Cada partícula adsorbida no modifica la capacidad adsortiva 
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de la monocapa, por lo que las interacciones adsorbente-adsorbato son independientes. Las 
expresiones que se obtienen para este modelo son: 
  
q = qmax  . Ceq /(Kd + Ceq)                  o                       Ceq /q =  Kd / qmax + Ceq  /  qmax 
  
siendo qmax la capacidad adsortiva máxima y Kd es la constante de equilibrio de disociación 
metal-superficie. Si se grafica Ceq /q vs. Ceq y el gráfico resulta lineal, significa que el sistema se 
ajusta a este modelo. La biosorción de Cd(II) aparentemente ocurre por un mecanismo acorde 
con el modelo de Langmuir (Figura 1.B., Vullo, 2008). 
El modelo de Freundlich no considera la existencia de una monocapa homogénea sino 
una superficie heterogénea en donde no todos los sitios de interacción son iguales e 
independientes. No se puede aproximar a una capacidad adsortiva de saturación máxima, ya 
que la superficie se va modificando a medida que la adsorción progresa. Matemáticamente 
hablando, la isoterma de Freundlich se define según la siguiente ecuación: 
  
q = KF . Ceq 1/n 
  
donde KF y n son llamadas  constantes de Freundlich, características de cada sistema y son 
indicadores de la capacidad e intensidad del proceso de adsorción. Si se aplica ln a la ecuación 
anterior se obtiene la siguiente expresión:  
  
ln q =  ln KF + (1/n) ln Ceq  
  
Por lo tanto si se grafica ln q vs. ln Ceq, y se obtiene un gráfico lineal quiere decir que el sistema 
responde a este modelo. En nuestro caso ocurre con  Zn(II), según puede observarse en la 
Figura 1.C. 
¿Qué pasó con las mezclas de Cd(II) y Zn(II)? Los valores de q obtenidos son bien 
diferentes de acuerdo a la concentración total inicial de ambos metales. Cuando esta 
concentración es baja (0,1 mM) el valor de q total permanece constante entre 0,05 y 0,06 
mmoles de metal/g peso seco celular, mientras que cuando la concentración inicial total es 0,5 
mM  q aumenta con la concentración de Cd(II) hasta coincidir con los valores de q obtenidos 
con Cd(II) solo. 
Todos estos resultados sugieren una interacción metal-bacteria diferente dependiendo 
del metal involucrado. Es probable que dicha interacción esté dada por sitios superficiales 
distintos. 
  
b) Movilidad electroforética bacteriana 
La interfase formada entre la cubierta externa bacteriana y el entorno extracelular juega 
un rol importante dentro de la fisiología microbiana. Los componentes de esta capa externa son 
fundamentalmente macromoléculas con grupos funcionales carboxilato, fosfato y amino, que 
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confieren una carga expuesta superficial de signo negativo. La carga electrostática influye 
sobre la polaridad e hidrofilicidad, propiedades determinantes de las funciones celulares. La 
carga superficial celular se puede estimar mediante la determinación de potencial zeta (ζ), que 
es el potencial eléctrico de la región interfacial entre la superficie bacteriana y el entorno 
acuoso. La ecuación de Smoluchowski: 
  
ζ = (η . µ) / (ε0 . ε) 
  
relaciona al potencial zeta con la movilidad electroforética (µ), η es la viscocidad del medio, ε0 
es la permitividad del vacío y ε es la constante dieléctrica del medio. 
La movilidad electroforética es una propiedad intensiva que indica la habilidad de las 
partículas de moverse en un campo eléctrico. Una modificación  sobre la superficie provocada 
por la interacción con un catión, modificaría la carga neta negativa de la superficie celular y, por 
ende, µ. Además µ depende de la fuerza iónica del medio y obviamente del pH, por lo que 
ambos parámetros deben mantenerse constantes a lo largo de las mediciones. Las mismas 
suelen realizarse por una técnica denominada light scattering utilizando un instrumental 
especial como por ejemplo “Brookhaven 90-plus zetameter”. En la Figura 2. se representa la 
variación de la movilidad electroforética en función de la concentración del catión en 
condiciones de fuerza iónica constante (KCl 10 mM) y pH constante (pH=7,5, buffer HEPES 10 
mM). En ambos casos la presencia del catión hace menos negativa la carga neta superficial, es 
decir µ se hace más positiva. El comportamiento de Cd(II) es bien diferente al del Zn(II). A 
concentraciones bajas de Cd(II) µ se modifica y permanece constante más allá de una 
concentración 0,05 mM, mientras que recién a una concentración de Zn(II) de 0,2 mM, µ llega a 
un valor constante. Los valores de µ son más positivos en presencia de Zn(II) comparados con 
los del Cd(II). Esto se debe a un mayor efecto pantalla que ejercen las cargas positivas del 
catión de menor radio, es decir la carga superficial negativa se encuentra menos expuesta  con 
zinc que con cadmio. 
Estos resultados permiten confirmar la suposición de que la interacción Cd(II)-bacteria 
ocurre en sitios diferentes que la interacción Zn(II)-bacteria. Si bien ambos metales difieren en 
los sitios de afinidad, esto no quiere decir que sean independientes entre sí, es decir que la 
presencia de uno puede llegar a modificar la interacción de la célula con el otro. 
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  Figura 2. Movilidad electroforética de Pseudomonas veronii 2E en presencia de cadmio 
o zinc. 
  
Biotransformación de Cr(VI) 
La capacidad microbiana de reducir Cr(VI) a Cr(III) puede estar mediada por la 
actividad de la enzima cromato reductasa, descripta por varios autores (Thacker, 2007). No 
solamente es necesaria la biotransformación de Cr(VI) para la remoción del cromo de un 
efluente industrial, sino que también es imprescindible lograr una separación del mismo de los 
sobrenadantes obtenidos en dicho proceso. Dicha separación del sistema acuoso consiste en 
la inmovilización del Cr(III) en su forma insoluble Cr(OH)3. Si bien este compuesto es altamente 
insoluble en agua, la formación y floculación de Cr(OH)3 requiere de ciertas condiciones 
fisicoquímicas del entorno.  
¿Cómo se comporta el Cr(III) en agua? Forma una serie de acuocomplejos como por 
ejemplo: 
 [Cr(H2O)6]3+  +  H2O               [Cr(H2O)5(OH)]2+   +   H3O+ 
  
  
Ahora bien, si esta solución se trata con una solución de NaOH 0,1M ocurre lo siguiente:  
  
a. Primer paso: precipitación a un pH cercano a 7 
[Cr(H2O)6]3+   +   3OH-        [Cr(H2O)3(OH)3] (s)    +    3 H2O 
b. Segundo paso: redisolución del precipitado a pH altamente alcalinos 
[Cr(H2O)3(OH)3] (s)   +   3OH-   [Cr(OH)6]3-  +    3 H2O 
  
Considerando la constante del producto de solubilidad, el pH al cual comienza la precipitación 
sería alrededor de 7 para una concentración inicial de Cr(III) de 0,045 mM. Dicho valor 
corresponde a concentraciones encontradas en efluentes industriales, que a su vez exceden 
los límites establecidos para su descarga (menor que 2 mg/l o 0,038mM según la Resolución 
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336/03 de la Provincia de Buenos Aires y Resolución 79.179/90 de Recursos Hídricos de la 
Nación Argentina). 
Por lo tanto además de testear la capacidad bioreductora de las bacterias, es necesario 
poder separar exitosamente el cromo mediante procesos químicos de floculación acoplados 
con la biotransformación. 
En la Tabla 1 se muestran los máximos valores obtenidos en cuanto a la 
biotransformación de Cr(VI) de cultivos bacterianos en lote, tanto puros como mixtos 
(Garavaglia, 2009). La desaparición de Cr(VI) se midió utilizando técnicas espectrofotométricas 
de acuerdo a recomendaciones internacionales (APHA, 1998). 
  
Tabla 1. Remoción de Cr(VI) por parte de cultivos puros como mixtos en sistemas en 
lote. Los valores corresponden a los mejores rendimientos obtenidos en fase 
estacionaria de crecimiento. 
   
Cepa % Eliminación de Cr(VI) 
Klebsiella oxytoca P2 74,32 
Klebsiella ornithinolytica 1P 65,01 
Ralstonia taiwanensis M2 48,31 
Pseudomonas veronii 2E 44,47 
Delftia acidovorans AR 38,83 
Klebsiella ornithinolytica 1P + Pseudomonas 
veronii 2E 
72,88 
Pseudomonas veronii 2E + Klebsiella oxytoca 
P2 
59,82 
Klebsiella ornithinolytica 1P + Klebsiella 
oxytoca P2 
65,65 
Klebsiella ornithinolytica 1P + Pseudomonas 
veronii 2E + Klebsiella oxytoca P2 
54,67 
  
Los mayores porcentajes de remoción de Cr(VI) se obtuvieron con Klebsiella oxytoca 
P2 y con el cultivo mixto Klebsiella ornithinolytica 1P + Pseudomonas veronii 2E. Estas dos 
últimas cepas en forma conjunta mejoraron notablemente el rendimiento en la 
biotransformación. Si bien estos cultivos demostraron una reducción de Cr(VI), en ningún 
momento se observó la precipitación de compuestos insolubles de Cr(III), a pesar de obtener 
un pH=8 en todos los casos. Las mediciones de cromo total realizadas por espectroscopia de 
absorción atómica demostraron que todo el Cr(III) permanecía en solución por lo que se 
ensayaron métodos de floculación con diferentes agentes. Con la utilización de Na2CO3 0,1 M 
se logró una precipitación prácticamente cuantitativa del Cr(III) en solución. 
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Movilidad Bacteriana 
De acuerdo al entorno celular, las bacterias pueden experimentar diferentes tipos de 
movilidades, modificándolas a su beneficio. En los medios líquidos o semi-sólidos de baja 
densidad, cierto grupo de bacterias son capaces de desplazarse libremente por medio de un 
apéndice denominado flagelo. El desplazamiento en este tipo de medios es denominado 
swimming. Cuando un grupo de bacterias coloniza un ambiente terrestre o que presenta 
restricciones para su movilidad, no puede propagarse a través del mismo por swimming. En 
dichos casos, el desplazamiento se produce por un proceso denominado swarming. El 
swarming se suele describir como una forma de movilidad rápida, grupal y coordinada que 
depende de dos factores fundamentales: el contacto constante célula-célula y la síntesis de 
una nueva batería de flagelos a lo largo de toda la superficie celular. La quimiotaxis es la 
movilidad dirigida hacia un posible sustrato o en contra de un compuesto con efecto negativo 
para los microorganismos. 
Los tres tipos de movilidad son importantes durante la formación de biopelículas y 
pueden ser afectados por cambios en el medio. Como la formación de biopelículas es 
fundamental en el diseño de biorreactores de lecho fijo o fluidizado, la presencia de metales en 
los efluentes a tratar puede afectar el desarrollo adecuado de la película microbiana. Se estudió 
entonces la influencia de los metales Cd(II), Zn(II), Cu(II) y Cr(VI) sobre los distintos tipos de 
movilidad observada para las bacterias móviles Ralstonia taiwanensis M2, Pseudomonas 
veronii 2E y Delftia acidovorans AR. El ensayo de swimming se realizó en medio de cultivo 
PYG (peptona de caseína 2,5 g/L, extracto de levadura 1,25 g/L y glucosa 0,5 g/L) adicionado 
con 3 g/L de agar y se inoculó por punción en tubos con diferentes concentraciones de cada 
metal. Un resultado swimming positivo consistió en una distribución homogénea de la población 
bacteriana en todo el medio. El ensayo de  swarming se realizó por punción central en placa 
con medio de cultivo nutritivo con el agregado de 4g/L de agar. La movilidad tipo swarming se 
verificó por el agrandamiento en dirección radial del desarrollo bacteriano a lo largo del tiempo 
de incubación. El ensayo de quimiotaxis fue una adaptación del chemical in plug colocando en 
placas una gota central con el quimioefector en agarosa 0,5% y alrededor una suspensión 
bacteriana en agarosa 0,35%. La aglomeración microbiana en torno a la gota central evidenció 
una quimiotaxis positiva, mientras que una disminución de la concentración bacteriana 
alrededor de la gota central fue provocada por una quimiotaxis negativa. Los resultados 
obtenidos fueron variados ya que cada cepa respondió de manera diferente. En la Figura 3 se 
ejemplifican algunos de ellos. 
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Figura 3. Acción de los metales sobre la movilidad de Ralstonia taiwanensis M2. 
  
INTERACCIONES BACTERIA-BACTERIA 
El desarrollo de cultivos mixtos sólo es posible si las bacterias logran crecer en forma 
conjunta a lo largo de todo un cultivo en lote. Es por ello que primeramente se evaluó la 
posibilidad de que las bacterias liberaran alguna actividad antimicrobiana. Como se ve en la 
Figura 4, tanto Ralstonia taiwanensis M2 como Delftia acidovorans AR la poseen, tal como lo 
revelan sus respectivos halos de inhibición alrededor de sus colonias. 
  
   
 
  
 Figura 4. Ensayo de actividad antimicrobiana sobre Pseudomonas veronii 2E. 
  
Para efectuar un seguimiento de la composición de un cultivo mixto se efectuó una 
Electroforesis en Gradiente de Gel Desnaturalizante (DGGE, Muyzer, 1993) del ADN 
bacteriano, extraído a partir de muestras pertenecientes a diferentes estadios de los diferentes 
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cultivos mixtos. Los resultados obtenidos fueron claros: sólo pudieron coexistir Klebsiella 
ornithinolytica 1P y Pseudomonas veronii 2E, el par que demostró un pronunciado incremento 
en la eliminación de Cr(VI) (Tabla1). En los demás casos se vio una clara predominancia de 
Klebsiella oxytoca P2 sobre las demás bacterias, no pudiendo mejorar los rendimientos 
obtenidos en cuanto a la biotransformación de Cr(VI). 
  
INTERACCIONES BACTERIA-SUPERFICIES 
La posibilidad de generar biopelículas está determinada por la capacidad que posee 
una determinada bacteria de interactuar con superficies que pueden actuar como soporte. 
Superficies poliméricas (siliconas, teflón, poliuretanos, etc.; Vullo, 2008) y vidrio son ejemplos 
de matrices a ensayar para la utilización de las mismas en biorreactores. La Figura 5 muestra 
una visión microscópica del desarrollo bacteriano sobre las matrices ensayadas. Las bacterias 
aisladas se adhieren a una diversidad de superficies, esto posibilita la inmovilización de los 
microorganismos para usos en biotratamientos. 
   
  
 
 Figura 5. Películas microbianas en diferentes matrices, vistas con un aumento de 100x. 
  
INTERACCIONES METAL-ENTORNO 
La biodisponibilidad es un factor a tener en cuenta a la hora de evaluar interacciones 
metal-microorganismos. Está determinada por la capacidad de asociación del catión metálico 
con componentes del entorno celular, que pueden ser solubles o asociados a partículas en 
suspensión. Considerando el material soluble, la capacidad complejante de ciertas sustancias 
orgánicas puede traer como consecuencia una disminución en la concentración de metal libre 
en solución. Tanto en efluentes industriales como en medios de cultivo existen variedades de 
sustancias con grupos funcionales disponibles que pueden actuar como complejantes. La 
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evaluación de la capacidad complejante tanto del medio de cultivo como del efluente a tratar es 
indispensable y determinante de la eficiencia global del biotratamiento.  
¿Cómo se mide la capacidad complejante de un sistema acuoso? La técnica es la 
Voltametría de Preconcentración Electrolítica de Onda Cuadrada, mediante la cual se realiza 
una titulación del sistema por agregados crecientes de una solución del metal de interés. En la 
Figura 6 se muestra un gráfico representando la titulación del medio de cultivo utilizado para el 
desarrollo de nuestras bacterias (PYG: peptona de caseína 2,5 g/L, extracto de levadura 1,25 
g/L y glucosa 0,5 g/L). Se graficó la corriente de pico Ip en función de la concentración de Cd(II) 
total agregado. Se ven dos curvas: 1) la correspondiente a los puntos con círculo abierto es la 
titulación control en un entorno sin capacidad complejante, que corresponde a una recta ya que 
la concentración de metal es directamente proporcional a la corriente detectada en el 
instrumental y 2) la correspondiente a puntos con círculos cerrados: no es un gráfico lineal en 
este caso ya que los primeros puntos poseen una tendencia diferente a los cuatro  últimos. 
Marcando la recta para el caso 1) vemos que su origen es el (0,0), lo cual es lógico ya que la 
corriente registrada es nula cuando la concentración de Cd(II) = 0. Tomando los últimos cuatro 
puntos del caso 2), y trazando la recta a la que aproximan, se puede extrapolar la misma al eje 
x, cortándolo en un valor de concentración de Cd(II) cercano a 1 µM. ¿Qué quiere decir esto? 
Que en el medio de cultivo ensayado existen ligandos que complejan el Cd(II) agregado en una 
concentración de 1 µM, suponiendo una estequiometría metal-ligando 1:1. El Cd(II) disponible 
genera una señal de corriente de pico Ip correspondiente a una menor concentración que la 
agregada, con lo cual parte del Cd(II) agregado se encuentra en una situación de equilibrio de 
complejamiento con componentes del medio de cultivo que no permiten su detección. La 
linealizaciones de Ruzic y Scatchard (gráficos insertos en la Figura 6) contribuyen  al cálculo de 
constantes de estabilidad de los complejos. 
  
 
  
   Figura 6. Titulación del medio de cultivo PYG con solución de Cd(II) para la 
determinación de la capacidad complejante. 
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CONCLUSIONES: PRESENTE Y FUTURO 
Gracias a los estudios realizados y como conclusión global en cuanto a las 
interacciones metal-microorganismos, microorganismo-superficies, microorganismo-
microorganismo y metal-entorno, hemos podido avanzar en el diseño de biorreactores sobre 
lecho fijo para Cd(II) y Zn(II). En la Figura 7 vemos dos reactores en funcionamiento cuyos 
volúmenes de trabajo son 50 mL (C50) y 200 mL (C200). Hemos tenido resultados preliminares 
de un 50% de retención de Cd(II) y Zn(II) en efluentes artificiales, situación que aún podemos 
mejorar, antes de trabajar con efluentes industriales reales, para luego efectuar una ampliación 
de escala de trabajo.    
  
 
Figura 7. Biorreactores de laboratorio en funcionamiento para la retención de Cd(II) y/o 
Zn(II). 
¿Cuáles son las actividades programadas en un futuro cercano? Haciendo un listado, 
podemos resumirlas así: 
 Mejoramiento del funcionamiento de biorreactores de lecho fijo. 
 Estudios de formación de biopelículas en diversos materiales para utilizar como lechos. 
 Ensayar la retención de cationes en biorreactores utilizando efluentes artificiales de 
mezclas que contienen Cd(II) y Zn(II). 
 Determinar la capacidad complejante de efluentes de galvanoplastías. 
 Probar el funcionamiento de los biorreactores con efluentes industriales. 
 Determinar la presencia de actividad cromato-reductasa en las bacterias que demostraron 
la capacidad de eliminar Cr(VI). 
 Desarrollar un biorreactor con células en suspensión para Cr(VI) acoplado con precipitación 
química. 
 Profundizar los estudios en comunicación célula-célula: quorum sensing y la influencia de 
los metales sobre este fenómeno. 
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Es claro que queda mucho por delante, pero nos encaminamos hacia el desarrollo de 
tecnologías innovadoras aplicables en la prevención de la contaminación. El tratamiento 
adecuado de los efluentes industriales, previo a su descarga en cursos de agua, es 
imprescindible para el resguardo la calidad del recurso. 
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Resumen 
         La versatilidad del metabolismo microbiano ofrece la posibilidad de obtener una gran 
variedad de metabolitos de interés biotecnológico. Para el desarrollo racional de bioprocesos 
destinados a la obtención de dichos metabolitos es necesario contar con herramientas de 
análisis global que permitan el estudio holístico del metabolismo. El análisis de flujos 
metabólicos basado en marcación con sustratos que contienen 13C se ha convertido en una 
importante herramienta de análisis aplicada en Ingeniería Metabólica, y permite la 
cuantificación de los flujos intracelulares del metabolismo central de un microorganismo 
proveyendo una visión completa del mismo. El conjunto de metodologías utilizadas para este 
tipo de análisis ha evolucionado considerablemente en los últimos años y la introducción de 
nuevas técnicas ha permitido la implementación de análisis de flujos metabólicos en períodos 
de tiempo relativamente cortos. En esta actualización se resumen algunas de las aplicaciones 
recientemente descriptas en la bibliografía para el análisis de flujos metabólicos relacionado al 
estudio y optimización de bioprocesos industriales. El texto concluye con una perspectiva de 
desarrollos futuros. 
  
Palabras clave: Análisis de flujos metabólicos; Ingeniería Metabólica; metabolitos de interés 
industrial; experimentos de marcación con carbono; isotopómero; cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas 
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Metabolites of biotechnological interest à la carte: Metabolic flux analysis 
as a tool for industrial phenotypes evaluation 
  
Abstract 
         Microbial metabolism is highly versatile, and offers the possibility to obtain a wide range of 
biotechnological metabolites. In order to design bioprocesses rationally to obtain such 
metabolites, it is necessary to apply tools for global analysis, which give a holistic view of the 
metabolism. Metabolic flux analysis based on labeling with 13C-substrates has become an 
important tool in Metabolic Engineering, and allows the quantification of metabolic fluxes thus 
providing a whole picture of the central microbial metabolism. The methodologies involved in 
this kind of analysis have evolved considerably during the last few years, and the introduction of 
new techniques enables the implementation of accurate metabolic flux analysis with shortened 
experimental time. In this work, a number of recently-published applications of metabolic flux 
analysis on industrial bioprocesses study and optimization is shortly reviewed and discussed. 
An outlook to possible future developments concludes the text. 
  
Keywords: Metabolic flux analysis; Metabolic Engineering; metabolites of industrial interest; 
carbon labeling experiments; isotopomer; gas chromatography couple to mass spectrometry 
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Introducción 
     La redundancia de enzimas individuales y de caminos metabólicos completos en 
numerosas especies bacterianas es una indicación inequívoca de la naturaleza altamente 
flexible del metabolismo microbiano (25). Dado que estas vías metabólicas son activas 
solamente bajo ciertas condiciones específicas, en cada ambiente o condición de crecimiento 
opera una determinada distribución de flujos metabólicos que permite a la célula acoplar la 
generación de energía y el catabolismo de la fuente de carbono con los requerimientos 
anabólicos para alcanzar un crecimiento óptimo. Por este motivo, conocer, identificar, y, 
consecuentemente, manipular las vías metabólicas activas en distintas condiciones de 
crecimiento es un requerimiento esencial para el diseño de bioprocesos destinados a la 
obtención biotecnológica de productos derivados del metabolismo microbiano. 
La Ingeniería Metabólica comprende una serie de metodologías pertenecientes a 
diversas disciplinas y podría definirse, sensu lato, como la mejora racional y dirigida de la 
formación de un producto, o una propiedad celular, a través de la modificación de reacciones 
bioquímicas del microorganismo, o introduciendo nuevas rutas biosintéticas. El análisis de 
flujos metabólicos (AFM) se ha convertido en las últimas décadas en una de las herramientas 
más relevantes en Ingeniería Metabólica. El principal objetivo del AFM es la cuantificación 
detallada de todos los flujos metabólicos del metabolismo central en un organismo. El resultado 
final de un estudio de este tipo es, por lo tanto, un mapa de reacciones bioquímicas que 
muestra la distribución de flujos anabólicos y catabólicos en el contexto de una red de 
reacciones bioquímicas. Además de tratarse de una herramienta de gran importancia para el 
análisis fisiológico (41), surge en forma evidente la posibilidad de identificar (y modificar) 
reacciones para la obtención de uno o varios metabolitos a través de AFM. 
En esta actualización se discuten brevemente las metodologías de análisis fenotípico 
global basadas en interpretación de flujos metabólicos (por cálculo estequiométrico directo y 
por marcación isotópica), y se exponen algunos ejemplos de la aplicación de estas 
metodologías en bioprocesos de interés industrial. 
 
Análisis estequiométrico de flujos metabólicos  
Esta metodología, establecida por Varma y Palsson en los años 90 para la 
interpretación del metabolismo central de Escherichia coli (38), hace uso del conocimiento de la 
estequiometría en cada una de las reacciones de una red metabólica determinada para la 
estimación de flujos. Una de las restricciones más importantes en este tipo de análisis es que el 
sistema debe encontrarse en un estado estacionario o cuasi-estacionario (esto es, la 
concentración intracelular de cada metabolito, y consecuentemente el flujo asociado al mismo, 
debe ser constante mientras dure el experimento). Estas condiciones pueden ser fácilmente 
establecidas en un cultivo continuo que ha alcanzado el estado de equilibrio estacionario y, con 
ciertas restricciones, durante la fase exponencial de un cultivo en lote o en un cultivo en lote 
alimentado (esto es, fed-batch) si la variación en el flujo de alimentación durante el experimento 
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es pequeña. Para cualquiera de estas condiciones de equilibrio estacionario, la suma de los 
flujos ‘de entrada’ para cada metabolito iguala a la suma de los flujos ‘de salida’ (en otras 
palabras, no existe acumulación neta del metabolito). Esta situación puede describirse 
matemáticamente con una única ecuación lineal para cada metabolito considerado, 
procedimiento que colectivamente se denomina balance de masas. La Fig. 1a ilustra este 
concepto a partir de una red bioquímica sencilla, en donde puede observarse que existen flujos 
intracelulares y extracelulares.  
  
 
Fig. 1.        Ejemplo de un diagrama de flujos para una red bioquímica sencilla. a) Los flujos u, 
r, y p pueden ser determinados directamente mediante la estimación de la velocidad de 
consumo de sustrato y de producción de metabolitos extracelulares, respectivamente. A partir 
de la medición de al menos dos de estos flujos puede deducirse el valor de todos los flujos 
restantes. b) Para el AFM basado en marcación isotópica es necesario conocer el destino de 
cada uno de los átomos de carbono en los metabolitos de la red considerada con el objetivo de 
determinar el enriquecimiento posicional en el isótopo considerado (e.g., 13C). 
 
En este caso, asumiendo que el sistema se encuentra en estado de equilibrio 
estacionario, se obtiene el siguiente conjunto de relaciones lineales: 
 u = q + v                v = w                w = p                p + q = r + v 
  
Es decir, existen cuatro relaciones lineales para seis variables de flujo. Esto significa 
que todos los patrones de flujo posibles en esta red bioquímica forman un sub-espacio 
bidimensional (lineal) dentro del espacio hexadimensional que forman las seis variables de 
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flujo. Dado que en la mayoría de los casos prácticos la medición directa de los flujos 
intracelulares no es posible, normalmente se utilizan modelos matemáticos que permiten inferir 
dichos flujos intracelulares a partir de otros que pueden ser medidos con mayor facilidad. De 
esta manera, si se pudiesen medir directamente al menos dos de los seis flujos considerados 
en el ejemplo de la Fig. 1a, el sistema de ecuaciones se convertiría en un sistema determinado 
(en cuyo caso se puede deducir el valor de los seis flujos a partir de la medición de dos de 
ellos). Los flujos extracelulares (ejemplo: velocidad de consumo de sustrato, velocidad de 
síntesis de metabolitos extracelulares, evolución de CO2, etc.) usualmente se utilizan como 
datos para el cálculo de todos los flujos restantes. Para el ejemplo que se está analizando, 
supongamos que se pueden medir los flujos extracelulares u y r. Entonces, 
  v = u – r                w = u – r                p = u – r                q = r 
  
El resultado final es un mapa de flujos metabólicos que representa gráficamente cada 
una de las reacciones bioquímicas incluidas en el modelo junto a una estimación de la 
velocidad en condiciones de estado estacionario (viz., flujo) a la cual cada reacción tiene lugar. 
Este procedimiento sencillo condujo a la primera publicación, a principio de los años 90, 
describiendo el metabolismo central de Corynebacterium glutamicum (36), una bacteria 
tradicionalmente utilizada para la obtención industrial de aminoácidos.  
  
Experimentos de marcación isotópica 
A pesar de la relativa sencillez de su implementación, desafortunadamente existen 
numerosas limitaciones para la interpretación estrictamente estequiométrica de los flujos 
metabólicos en un microorganismo. Algunas de ellas son: 
a) existencia de vías metabólicas paralelas, que conducen al mismo metabolito pero utilizando 
(iso)enzimas e intermediarios diferentes. Un caso típico es la presencia de dos vías 
enzimáticas independientes para la síntesis de lisina por C. glutamicum (15), 
b) presencia de ciclos metabólicos en los cuales no se puede medir directamente al menos un 
flujo interno en el ciclo, 
c) existencia de vías metabólicas bidireccionales que operan al mismo tiempo en ambos 
sentidos. Este es el caso para la enorme mayoría de las reacciones bioquímicas de una célula. 
De hecho, solamente pueden considerarse como unidireccionales aquellas reacciones cuya 
reversibilidad esté fuertemente impedida desde el punto de vista termodinámico. Un ejemplo 
particular de esta situación es el caso de las reacciones altamente reversibles catalizadas por 
las enzimas transaldolasa y transcetolasa en la vía de pentosas fosfato, y 
d) dificultades en el balance de co-factores. En una red metabólica típica, que normalmente 
consta de la vía glicolítica de Embden-Meyerhof-Parnas, vía de pentosas fosfato, ciclo de 
ácidos tricarboxílicos, y reacciones anapleróticas, solamente se pueden determinar 
estequiométricamente los flujos asumiendo que la síntesis y el consumo de metabolitos 
asociados al balance energético y balance redox (e.g., ATP, ADP, NADH, NAD+, etc.) se 
encuentran perfectamente balanceados. Sin embargo, la evidencia experimental sugiere que 
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existen numerosos ciclos fútiles, y que la conversión energética de equivalentes de reducción, 
como NADH y NADPH, a ATP no es constante incluso para el mismo microorganismo en 
condiciones de cultivo similares (26). 
  
Estas limitaciones pueden ser evitadas, al menos parcialmente, utilizado un sustrato 
isotópicamente marcado para el experimento de AFM, tal como 13C- o 14C-glucosa. La 
utilización de 14C-glucosa se implementó en AFM en los años 80 (3), pero pronto fue 
desplazada por estrategias de marcación isotópica no radioactiva en lo que genéricamente se 
denomina experimentos de marcación con carbono. En este tipo de experimentos, el 
sistema biológico se alimenta con el sustrato marcado, y los átomos de éste se distribuyen 
entre los metabolitos de la red bioquímica hasta que en condiciones de equilibrio estacionario 
los átomos de 13C/14C se encuentran en estado de equilibrio isotópico (17). En este punto, el 
enriquecimiento isotópico de cada uno de los metabolitos en la red puede determinarse 
empleando técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN) (31) o espectrometría de masas 
(EM) (5, 7, 44). El proceso descripto permite la identificación de cada uno de los metabolitos en 
la red y evita la mayoría de las complicaciones asociadas al análisis puramente 
estequiométrico dado que se conoce el destino de las moléculas marcadas y se puede seguir 
su ‘trayectoria’ intra y extracelular. En el contexto de este tipo de análisis surgen algunos 
términos específicamente asociados a los experimentos de marcación con carbono en los que 
se basa la técnica de 13C-AFM. Por ejemplo, isotopómero es un término derivado de isótopo e 
isómero, e identifica a cada uno de los posibles estados de marcación en los que puede 
encontrarse una molécula de un determinado metabolito. Dado que un metabolito que contiene 
n átomos de carbono podrá contener un isótopo o un átomo en su estado isotópico natural en 
cada posición, el número de isotopómeros para ese metabolito está dado por 2n. 
Uno de los requerimientos más importantes para la implementación de 13C-AFM es que 
se debe conocer exactamente el destino de cada uno de los átomos de carbono dentro de los 
metabolitos de la red considerada (41). La Fig. 1b ilustra esta situación para la red bioquímica 
sencilla considerada anteriormente. En este esquema puede apreciarse la complejidad de la 
transición entre los átomos de carbono en cada metabolito. A partir de esta red de transición de 
átomos de carbono se puede deducir la red de isotopómeros esperada. Esta red indica cómo 
los isotopómeros reaccionan entre sí dando lugar a nuevos metabolitos marcados.  
Si bien existen numerosas metodologías para asociar la presencia de isotopómeros y la 
distribución de metabolitos dentro de la red bioquímica en estudio, la medición de metabolitos 
marcados normalmente se realiza utilizando cromatografía de gases (CG) acoplada a EM (5, 
10). Dentro del conjunto de las numerosas biomoléculas que proveen información acerca del 
estado isotópico de intermediarios metabólicos, usualmente se utilizan los aminoácidos 
proteinogénicos. Esto implica que después de someter a la biomasa a hidrólisis ácida 
completa, los aminoácidos componentes de la misma deben ser derivatizados para convertirlos 
en moléculas volátiles y permitir su separación por CG (7). Los compuestos que se eluyen de la 
columna del cromatógrafo son ionizados, lo cual genera fragmentos con diferentes relaciones 
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m/z (masa/carga). Esta técnica es particularmente importante dado que no solamente puede 
determinarse la masa de los isotopómeros del ion molecular si no que además se analiza el 
espectro de masas de diferentes fragmentos del mismo isotopómero, lo cual aumenta y 
diversifica la información disponible acerca del metabolito analizado. Es preciso notar aquí que 
existen varias técnicas alternativas para la determinación de isotopómeros; como 1H-RMN y 
13C-RMN, cromatografía líquida (CL) acoplada a EM, o MALDI-TOF* acoplado a EM (43). 
* MALDI-TOF es una técnica de ionización suave utilizada en espectrometría de masas. Se 
denomina MALDI por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 
(desorción/ionización láser asistida por matriz) y TOF por el detector de iones que se acopla al 
MALDI y cuyo nombre procede también de sus siglas en inglés Time-Of-Flight. 
  
Evaluación in silico de experimentos de marcación isotópica y construcción del mapa de 
flujos 
      A pesar de que el análisis de la distribución de isotopómeros utilizando modelos 
matemáticos es una metodología sumamente compleja, es necesario conocer los lineamientos 
generales en los que se fundamenta para comprender la forma en la que se evalúan los 
experimentos de marcación con carbono. Básicamente, la interpretación de los resultados se 
basa en simulaciones matemáticas (32). En una simulación de este tipo, en cada iteración se 
asume que se conocen los valores para los flujos en la red bioquímica estudiada. A partir de un 
conjunto limitado de flujos ‘libres’ (a los cuales se les asigna un valor arbitrario) y de la 
composición isotópica del sustrato carbonado se puede reconstruir la distribución de 
isotopómeros de cada metabolito en el estado de equilibrio estacionario. Para ello, el modelo 
matemático utilizado para correlacionar la distribución de isotopómeros y los flujos 
intracelulares contiene una ecuación (normalmente, no lineal) para cada uno de los 
isotopómeros en el sistema. Por lo tanto, para una red bioquímica ‘mediana’ que incluya 
solamente las vías metabólicas centrales, se tiene un sistema de alrededor de 1000 
ecuaciones no lineales. La dimensión del sistema se relaciona con el hecho de que ciertas 
moléculas pueden tener numerosos isotopómeros derivados. Por ejemplo, solamente la 
molécula de corismato* tiene 210 = 1024 isotopómeros asociados. Esto hace que los procesos 
de análisis isotopomérico y evaluación de flujos metabólicos requieran de herramientas 
informáticas adecuadas para el manejo de tal cantidad de datos y variables. Generalmente, los 
programas informáticos utilizados para la interpretación in silico de flujos metabólicos se basan 
en operaciones algebraicas con matrices (35). 
*(Ácido corísmico) Es un intermedio clave en la síntesis del triptófano, la fenilalanina y la 
tirosina, es decir, en la síntesis de ácidos aromáticos, siendo el primer punto de 
ramificación, con una rama que conduce a triptófano, otra que conduce a la fenilalanina y 
otra a la tirosina. 
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         Una vez establecido un procedimiento para la simulación de la marcación isotópica, la 
estrategia para la determinación y evaluación de flujos (Fig. 2) normalmente incluye los 
siguientes pasos: 
  
a) asignación arbitraria de algunos valores de flujos al sistema de modo tal que se cumplan las 
restricciones estequiométricas de las reacciones bioquímicas del modelo, 
b) simulación de la distribución isotópica de los metabolitos en la red bioquímica, la cual debe 
estar de acuerdo con las restricciones estequiométricas mencionadas en a), 
c) comparación del patrón de marcación isotópica y los valores de flujo obtenidos durante la 
simulación con los valores experimentales obtenidos por CG-EM, 
d) repetición iterativa del procedimiento a través de un algoritmo de optimización apropiado 
(42), de modo tal que la diferencia entre la distribución in silico y la distribución experimental 
sea mínima, y 
e) análisis estadístico de los resultados, en virtud de que la propagación de errores de los 
parámetros biológicos observables (e.g., distribución isotópica, flujos extracelulares, evolución 
de CO2, etc.) al mapa de flujos puede originar resultados precisos pero estadísticamente 
erróneos o inválidos (37).  
  
  
 Fig. 2.        Esquema del procedimiento para la obtención del mapa de flujos metabólicos a 
partir de experimentos de marcación con carbono seguidos de integración in silico de los datos 
experimentales. En cada iteración, el patrón espectroscópico de fragmentos de isotopómeros 
generado a partir de un conjunto de flujos cuyos valores se asignan arbitrariamente se compara 
con los valores experimentales. La secuencia de iteraciones se repite hasta minimizar la 
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diferencia entre ambos conjuntos de valores. CG-EM, cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masa. 
         Para ilustrar la importancia de la determinación de flujos metabólicos por marcación 
con sustratos isotópicos, consideremos la secuencia metabólica sencilla que muestra la Fig. 
3a. En esta red, el metabolito A es utilizado como sustrato por dos vías enzimáticas que operan 
con velocidades netas v1 y v2. Si pudiese medirse la velocidad de consumo de A y la velocidad 
de secreción de F y G (asumiendo que estos metabolitos fuesen excretados al medio 
extracelular), se podría analizar la distribución de flujos en los puntos de ramificación a nivel de 
los metabolitos D y H, y se podría derivar matemáticamente la velocidad de síntesis del 
metabolito K. Sin embargo, no sería posible estudiar la distribución de flujos en el ciclo 
metabólico A → B → C → A (esto es: no se pueden conocer los valores de v1 y v2). Por otra 
parte, si la reacción que convierte a C en D consta de más de un paso enzimático, la 
distribución de intermediarios de la vía no podría conocerse y necesariamente se debería 
simplificar la secuencia de reacciones a la forma C → 2D. Finalmente, y tal como lo ilustra la 
Fig. 3a, la conversión de A en C es reversible y no podría deducirse el grado de reversibilidad 
de la reacción a partir de AFM estequiométrico. 
  
 
Fig. 3.        Ejemplo hipotético de una red bioquímica sencilla incluyendo rutas enzimáticas 
lineales y ramificadas. a) La determinación de la velocidad de consumo del metabolito A y las 
velocidades de síntesis de los metabolitos F y G permite estimar los flujos para los metabolitos 
D, H, y K; pero no distingue los flujos en el ciclo metabólico caracterizado por v1 y v2. b) En un 
estudio de AFM basado en marcación isotópica el enriquecimiento posicional en el metabolito 
C permite distinguir si éste provino de A o B, y consecuentemente puede estimarse la 
contribución relativa de v1 y v2 a la velocidad de síntesis de C. Una situación análoga se verifica 
para los metabolitos D y F. 
      Consideremos ahora el estudio de la misma red bioquímica utilizando un sustrato 
isotópicamente marcado (Fig. 3b). En este caso, puede observarse que las reacciones 
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bioquímicas en la red generan asimetrías en la distribución de átomos de carbono. Dichas 
asimetrías pueden deducirse del análisis de isotopómeros y, por lo tanto, los metabolitos 
intermediarios pueden distinguirse unos de otros incluso cuando conduzcan a la formación de 
un único metabolito final. En el ejemplo de la figura, el metabolito A es una molécula de seis 
átomos de carbono cuya primera posición está ocupada por un átomo de 13C. La primera 
reacción, representada por el flujo v1, consiste en una decarboxilación que origina una molécula 
del metabolito B sin marca isotópica. De esta manera, el patrón de marcación de la molécula C 
dependerá de si ésta se originó a partir de A (a través del flujo v1, en cuyo caso se obtiene una 
molécula marcada) o a partir de B (a través del flujo v2, en cuyo caso la molécula no contiene 
isótopos). De esta manera, el enriquecimiento isotópico del metabolito C (es decir, la cantidad 
de moléculas marcadas respecto de las que no contienen átomos de 13C) será directamente 
proporcional al cociente v2/v1. Esta relación también es cierta para los metabolitos D y F. El 
grado de enriquecimiento en 13C en la primera posición del metabolito F (el cual, como se dijo, 
puede medirse en el medio extracelular) provee información acerca de la velocidad relativa del 
flujo v2 y, en conjunción con otras mediciones de flujos y análisis estequiométrico, permite 
distinguir entre v1 y v2. Aunque arbitrario, este ejemplo esquemático guarda similitud con el 
catabolismo de una hexosa a través de la vía glicolítica de Embden-Meyerhof-Parnas (que, en 
el ejemplo, estaría asociada al flujo caracterizado por v2) y la rama oxidativa de la vía de 
pentosas fosfato (en el ejemplo, representada por el flujo v1). 
  
Aplicación del análisis de flujos metabólicos en la selección y construcción de fenotipos 
de relevancia en Biotecnología 
  Los enfoques clásicos para la obtención de fenotipos industriales han evolucionado 
constantemente hacia la utilización de estrategias más sistemáticas. Tradicionalmente, el 
fenotipo de los microorganismos utilizados en bioprocesos industriales fue consecuencia de un 
programa de desarrollo que típicamente incluye varios ciclos de mutagénesis al azar y 
selección, lo cual lógicamente trae aparejados cambios a nivel molecular y celular que no 
pueden ser predichos con exactitud (29). De hecho, en la mayoría de los casos se desconoce 
la naturaleza de las mutaciones introducidas. Con el advenimiento de las metodologías y 
técnicas de Ingeniería Metabólica, a través del conocimiento de la arquitectura genómica, las 
vías metabólicas pudieron ser convenientemente amplificadas, suprimidas, o moduladas 
basándose en la información derivada de la red metabólica del microorganismo (16, 35). A 
pesar de que se trata de un proceso sistemático, este tipo de enfoque normalmente está 
limitado a modificaciones ‘locales’ más que a la comprensión global del metabolismo 
microbiano. Si bien el nivel de expresión de ciertos genes y la concentración intracelular de 
proteínas y metabolitos proveen información importante acerca del comportamiento de la red 
metabólica en estudio, existen limitaciones inherentes a esta metodología para la descripción 
del fenotipo celular debido a la falta de información que integre estos parámetros y los 
correlacione para una comprensión holística del metabolismo. Además, en la mayoría de los 
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casos se ignora el bioproceso in toto, es decir, desde el diseño, construcción, y mejora de la 
cepa hasta el cultivo de la misma en un biorreactor. 
      Según se mencionó anteriormente, los flujos metabólicos pueden considerarse como 
una forma de representar el fenotipo de una célula como resultado de la interacción entre 
varios componentes celulares; los flujos observados reflejan las consecuencias conjuntas de 
los procesos de transcripción, traducción, y actividad enzimática, además de los (a menudo 
complejos) procesos regulatorios que los controlan. En otras palabras, se considera el sistema 
como un todo, y no sus partes constituyentes en forma individual. En forma aislada, cada flujo 
metabólico provee el grado de participación de la enzima o vía metabólica en estudio en 
funciones celulares y procesos metabólicos. De esta manera, en un ensayo de AFM se cuenta 
con información de los componentes individuales del metabolismo, pero dicha información 
puede ser integrada para la comprensión del metaboloma (ejemplo: el conjunto de flujos 
metabólicos del microorganismo en una condición determinada). Consecuentemente, la 
cuantificación de estos flujos in vivo es de especial importancia en el contexto de la fisiología 
celular para implementar estrategias efectivas de Ingeniería Metabólica (6), disciplina para la 
cual uno de los objetivos principales consiste en maximizar la conversión de un sustrato en un 
determinado producto (35). En la actualidad, el tiempo necesario para implementar un AFM 
completo disminuyó considerablemente gracias al desarrollo de metodologías de medición 
isotópica novedosas así como a la utilización de plataformas informáticas potentes. 
Como ejemplo de aplicación, en la Fig. 4 se muestra un mapa de flujos metabólicos 
obtenido para la levadura Saccharomyces cerevisiae en condiciones anaeróbicas de cultivo. La 
información provista por este análisis sugiere que el principal destino de la glucosa utilizada 
como sustrato carbonado es la decarboxilación reductiva que transforma el piruvato en 
acetaldehído y posteriormente en etanol. El diseño de cepas etanologénicas de S. cerevisiae 
hizo uso extensivo de la información provista por este AFM, ya que permitió el re-
direccionamiento racional de algunas vías competitivas a la síntesis de etanol (viz., generación 
de precursores de biomasa) hacia la obtención del producto de interés, aumentando 
considerablemente el rendimiento de producto en sustrato (39). 
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Fig. 4.        Representación gráfica de los resultados de un ensayo de 13C-AFM realizado en 
cultivos anaeróbicos de Saccharomyces cerevisiae. El sustrato carbonado utilizado fue una 
mezcla de 13CU-glucosa (uniformemente marcada), 13C1-glucosa (marcada en la posición C1), y 
glucosa no marcada. Para simplificar la visualización de los resultados, en muchos casos los 
flujos se representan como una fracción de la velocidad de consumo de sustrato (en este 
ejemplo, 0,033 C-mol de glucosa · g biomasa-1 · h-1). Para ello, se asigna arbitrariamente a este 
parámetro el valor de 100 y los flujos restantes toman valores porcentuales relativos respecto al 
consumo de sustrato. Obsérvese que el AFM permite explicitar la compartimentalización de las 
reacciones bioquímicas consideradas. Datos tomados de Nissen et al. (28). 
  
     En los últimos años se ha empleado el AFM como herramienta para el diseño y análisis 
de fenotipos industriales con frecuencia cada vez mayor y, de hecho, se ha sugerido que 
virtualmente cualquier metabolito en el metabolismo microbiano puede ser producido en forma 
eficiente si se manipulan los flujos metabólicos centrales en la forma adecuada. De acuerdo 
con este objetivo general, pueden distinguirse dos tipos de enfoque: 
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a) estudios en los cuales el AFM se utiliza para estudiar el metabolismo celular en condiciones 
compatibles con un bioproceso para el desarrollo de estrategias adecuadas para el crecimiento 
del microorganismo y producción de metabolitos de interés biotecnológico, y 
b) utilización de AFM, llevados a cabo en condiciones estándar de cultivo, para identificar vías 
metabólicas cuya manipulación podría resultar ventajosa para la obtención de un fenotipo 
industrial. 
     Algunos de los ejemplos más relevantes disponibles en la lbibliografía se muestran en 
la Tabla 1. Estos ejemplos corresponden al primero de los dos tipos de enfoque recién 
discutidos. Al mismo tiempo, existen numerosos ejemplos dentro de la segunda categoría de 
ensayos para AFM, en particular en relación a la manipulación de reguladores globales de la 
expresión génica en E. coli como herramienta relevante en Biotecnología (27, 30, 47). 
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Tabla 1. Algunos ejemplos de la aplicación de AFMa para la evaluación de fenotipos 
microbianos asociados a bioprocesos de interés 
industrial.
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a
 Las abreviaturas utilizadas son: AFM, análisis de flujos metabólicos; CL, cromatografía 
líquida; EM, espectrometría de masas; RMN, resonancia magnética nuclear. 
  
Conclusión y perspectivas 
  En un futuro, probablemente cercano, la integración de las tecnologías disponibles para 
el análisis del comportamiento metabólico, incluyendo 13C-AFM, permitirá la comprensión de la 
dinámica celular in vivo y conducirán al desarrollo eficaz y racional de bioprocesos industriales. 
En la actualidad estas metodologías están comenzando a ser utilizadas durante el desarrollo 
de procesos biotecnológicos con frecuencia cada vez mayor, pero aún así se recurre 
usualmente a las técnicas clásicas de mejora y selección para la mayoría de los protocolos de 
obtención de fenotipos industriales. Un desarrollo prometedor, ligado al advenimiento de 
metodologías de detección de metabolitos de alta sensibilidad y herramientas informáticas 
poderosas, es el AFM en tiempo real; esto es, durante el bioproceso. La elucidación de la 
distribución de flujos metabólicos in situ permitiría tomar acciones correctivas del bioproceso e 
indudablemente conduciría a una notable mejora del mismo. Por ejemplo, Soga (34) ha 
descripto la utilización de electroforesis capilar acoplada a EM para la detección simultánea y 
en tiempo real de más de 1000 metabolitos cargados. Otros aspectos en los cuales la 
introducción de mejoras en el análisis del metaboloma permitiría una mejor comprensión y/o el 
desarrollo efectivo de bioprocesos son: 
 a) AFM en células eucariotas (libres y en tejidos). Debido a la compartimentalización inherente 
a este tipo de células, el análisis de isotopómeros e integración matemática de los resultados 
se vuelven considerablemente más complejos. Por ejemplo, el oxaloacetato es un metabolito 
que se encuentra simultáneamente en la matriz mitocondrial y en el citosol en concentraciones 
distintas, y el patrón de marcación isotópica como única herramienta de estudio no permite 
discernir la localización sub-celular de este metabolito. Asimismo, en un cultivo de células de 
mamífero, las velocidades de crecimiento son tan bajas que la cuantificación de flujos 
metabólicos posee asociada importantes errores. 
b) estudios poblacionales mediante AFM. Es un hecho conocido y ampliamente descripto que 
aún en un cultivo continuo que ha alcanzado condiciones de equilibrio dinámico existe más de 
una población metabólicamente identificable. En la mayoría de los casos, la existencia de sub-
poblaciones no altera significativamente los resultados del análisis, pero si el equilibrio 
poblacional se relaciona con un fenotipo de interés industrial (e.g., pérdida de la capacidad de 
sintetizar un metabolito, o enriquecimiento del cultivo en células con mutaciones adaptativas, 
etc.) sería particularmente necesario distinguir entre las poblaciones presentes en el cultivo. 
Esta distinción requiere del desarrollo de técnicas que permitan el estudio de flujos metabólicos 
a nivel de células aisladas. 
c) medición de metabolitos intracelulares y estimación de flujos independiente del análisis 
retrobiosintético, en el cual se basa la metodología de AFM. Como se mencionó anteriormente, 
los flujos metabólicos en un ensayo de 13C-AFM se deducen a partir de la presencia y 
abundancia de metabolitos marcados utilizando metodologías basadas en simulaciones in 
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silico. Esto, por definición, implica la existencia de errores asociados al método de análisis, 
cuya magnitud podría ser reducida si la concentración intracelular de al menos algunos 
metabolitos en la red bioquímica pudiese ser directamente determinada in vivo sin alterar el 
metabolismo celular. 
  
         Por lo tanto, puede concluirse que la implementación de 13C-AFM como herramienta de 
análisis y control de bioprocesos se encuentra actualmente en un estadío temprano de 
desarrollo y es altamente plausible de ser mejorada y adaptada a los requerimientos de cada 
proceso en particular. 
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